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RESUME

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie caractérisée par I'accumulation de
plasmocytes (PC) malins dans la moelle osseuse pouvant occasionner entre autres des Iésions
ostéolytiques. Il s’agit d’'une maladie extrémement hétérogene, tant au niveau de la
présentation clinique, de la réponse aux traitements, de la survie globale, que sur le plan
biologique. L'hypothése actuelle est que cette hétérogénéité est non seulement due a
I’énorme variabilité moléculaire présente au sein des cellules tumorales mais également au
microenvironnement des PC tumoraux. Dans ce microenvironnement nous nous intéressons
plus particulierement aux cellules stromales mésenchymateuses (MSC). Leur interaction avec
les PC a des conséquences multiples : promotion de la prolifération, de la survie, de la
migration et de la chimiorésistance des PC, stimulation de l'angiogenése, stimulation de

I’ostéoclastogenese et inhibition de I'ostéoblastogenese.

Mon sujet de these porte sur I'analyse phénotypique et fonctionnelle des MSC
retrouvées associées aux PC au diagnostic de la maladie et tout au long du traitement. Mon
travail de recherche a consisté en la comparaison de différents prélevements de MSC afin 1)
de mettre en évidence le réle des MSC dans la physiopathologie du myélome aux différents
stades de la maladie et 2) d’identifier une cible thérapeutique potentielle au sein du

microenvironnement tumoral.

Les prélevements de patients ont tout d’abord été sélectionnés pour constituer trois
groupes homogenes composés de 10 prélevements de moelle osseuse saine (HD BM-MSC),
12 de moelle osseuse de patients nouvellement diagnostiqués (D BM-MSC), 10 de moelle
osseuse de patients dit en rémission (CR BM-MSC) et 9 prélevements de patients en premiére
rechute (ER BM-MSC). Les MSC ont été isolées a partir des moelles de ces différents groupes
et une analyse transcriptomique a été réalisée. Nous avons confirmé les résultats antérieurs
du laboratoire soit que les MSC de patients MM ont un profil transcriptomique différents des
HD BM-MSC. Parmi les 845 genes différentiellement exprimés entre HD et MM BM-MSC, nous
avons identifié des facteurs connus dans la physiopathologie du myélome (IL6, GDF15,
SERPINB2, DKK1, Runx2 ...) mais aussi des facteurs non répertoriés a ce jour. La voie Wnt, et
certains facteurs de différenciation osseuse semblent étre impliqués. De fagon intéressante le

profil transcriptomique des MSC ne varie pratiquement pas lors des différents stades du MM

12



et plus particulierement suite au traitement que le patient soit en rémission ou en rechute de
sa maladie. Ces données suggerent que le contact des PC avec les MSC pourrait conduire a

une modification pérenne du transcriptome des MSC.

Nous avons réalisé une analyse fonctionnelle des différentes MSC afin de corréler la
différence transcriptomique observée avec une éventuelle différence de fonction. Les
résultats montrent que les MSC issus de patients présentent une perte de capacité de
différenciation en ostéoblastes et une différenciation facilitée en adipocytes. Concernant leur
capacité immuno-modulatrice, les CR BM-MSC ont une fonction immuno suppressive altérée

lorsqu’on les compare a celle des ER BM-MSC.

Finalement, nous nous sommes intéressés au géne codant Toll like receptor 4 (TLR4)
retrouvé surexprimé chez les MSC de MM par rapport aux HD BM-MSC. TLR4 a été largement
décrit pour son réle dans I'immunité innée. Son réle dans le cadre du MM reste encore a
définir. Notre équipe a montré que |'utilisation d’un inhibiteur de TLR4 (C34) empéche les MM
BM-MSC de supporter la croissance de lignées plasmocytaires (MOLP6). J’ai pu démontrer que
le traitement, par cet inhibiteur C34, de souris porteuses de MM (modeéle murin VkMyC) induit

un retard de développement du myélome suggérant une application clinique de nos résultats.

Le Myélome Multiple est une pathologie qui touche les plasmocytes présents dans la
moelle osseuse. Son traitement repose sur une association de chimiothérapies et chez les
patients jeunes, d’une autogreffe. Malheureusement la plupart des patients rechutent a long
terme. Une nouvelle fagon d’éradiquer la maladie est de cibler I'environnement proche de la

tumeur que I'on appelle microenvironnement tumoral.

Dans cet environnement nous avons pu isoler un type de cellules, les cellules stromales
mesenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse des patients atteints de Myélome a différents
stades de la maladie (au diagnostic et suite aprés leur traitement) mais aussi de donneurs
sains. Une analyse détaillée de ces cellules a pu montrer que méme apres le traitement des
patients ces MSC ne retrouve pas leur phénotype sain et méme chez des patients qui sont dit
en rémission. De plus nous avons pu mettre en évidence la surexpression d’un récepteur a la

surface des MSC de patients, le TLR4. Nous avons pu montrer in vitro sur les cellules et in vivo
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chez la souris que si on inhibe ce récepteur avec un traitement, le C34, on diminue la

progression de la tumeur.

Multiple myeloma (MM) is a B-cell malignancy characterized by clonal expansion of
malignant plasma cells (PC) within the bone marrow (BM). MM patients often experience
multiple relapses due to the presence of chemo-resistant residual MM clones. Therefore,
there is a critical need to understand the mechanisms that regulate MM chemo-resistance
and relapse. The interactions between microenvironment BM cells and malignant PCs play an
essential role In MM growth and survival. Mesenchymal stromal cells (MSC) are multipotent
BM stromal cells, able to differentiate into osteoblasts and adipocytes which support

malignant PC growth through the release of different factors.

A better understanding of the role of these cells in MM relapse is critically required.
My work consisted in comparing different samples of MSC to understand their role at different

stage of the disease and find a therapeutic target.

To address this question, | created a homogeneous cohort of samples: 10 BM of
healthy donors (HD BM-MSC), 12 from newly diagnosis MM patients (D BM-MSC), 10 from
MM remission patients (CR BM-MSC) and 9 from MM patients with early relapse (ER BM-
MSC). Then | isolated MSC from BM of these different groups and performed a transcriptomic
analysis. My results reveal significant differences in expression of 845 genes between HD and
MM BM-MSC. Wnt signaling, blood coagulation and angiogenesis appear to be involved in this

pathological process.

Surprisingly, the transcriptomic profile of MSC was very similar after treatment in
relapse or remission patient. These data indicate that the alteration in MSC gene expression
associated with MM development can persist even in the absence of clinical sign of the
disease. This suggests that a deep imprinting of MSC cellular program occurs by the contact

with MM PCs.

Futhermore, | compare the functional capacity of HD and MM-MSC to differentiate,

improve the MM cell growth and immunomodulation. MM-MSC differentiate preferentially
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into adipocytes than osteoblasts compared to HD BM-MSC. They both support MM tumor
growth by secreted factors. Interestingly, CR BM-MSC decreased their capacity to

immunosuppress T cells compared to ER BM-MSC.

Finally, we observed an increase of toll like receptor 4 (TLR4) gene expression by MM
BM-MSC compared to HD BM-MSC. TLR4 is a Pattern Recognition Receptor widely describe in
innate immunology but not in MM. In vitro analysis performed by the laboratory suggest an
important role of TLR4 to support tumor growth and TLR4 inhibitor, C34, inhibit MM cell lines
growth. | performed this treatment on most relevant MM mouse model, VkMyC, and

treatment delayed MM growth. These results suggest a clinical application of our data.

Multiple Myeloma is a pathology which affects bone marrow's plasma cells. For
young patients, Its treatment is based on a combination of chemotherapy and
transplantation. Unfortunately, most patients part have long-term relapse. Targeting the
environment close to the tumor, named the tumor microenvironnment, is a new way to
eradicate this disease.

In this environment, we have been able to isolate mesenchymal stromal cells (MSC)
from patients' bone marrow affected by Myeloma at different stages of the disease (at
diagnosis and after their treatment) and from healthy donors. An in-depth MSC analysis has
been able to highlight that MSC never return to their healthy phenotype after treatment,
even among complete remission patients. Futhermore, we have brought to light an
receptor's overexpression on MSC surface, the TLR4. This study showed that, in vitro and in
vivo (on mice), inhibiting TLR4 with a treatment named C34 is decreasing the tumor's

progression.

15



NOMENCLATURE DES GENES

La nomenclature des genes utilisée dans ce manuscrit respecte la nomenclature du

« Hugo gene nomenclature committee » selon la publication :

Hester M. Wain, Elspeth A. Bruford, Ruth C. Lovering, Michael J. Lush, Mathew W.
Wright and Sue Povey. Guidelines for Human Gene Nomenclature. Genomics 79(4):464-470
(2002)

et ses mises a jour post-publication.
DISCIPLINE

- Cancérologie
- Hématologie

- Biologie cellulaire
MOTS-CLES

- Cancer

- Myélome Multiple

- Cellules Stromales Mésenchymateuses
- Microenvironnement Tumoral

- Hématologie

- Analyse Transcriptomique
INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE

Institut Universitaire du Cancer Toulouse — Oncopole
1, avenue Irene Joliot-Curie 31059 TOULOUSE Cedex 9
INSERM U1037 : Equipe 13 du Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT)

16



LISTE DES ABREVIATIONS

Acronymes
abréviations

Ac

AcMc
ADN
ADNCc
AMM
ATU

ARN
BCMA
BTZ

CA
CA-MSC
CAR-T
Cbfa-1
CCL2

CcDh
C/EBPf3
CFU

CGH array
CHU

CMF

CMP
COX2

CR

CRAB

CR BM-MSC
Cs1

CSF-1

CSH

CT
CXCL12

D BM-MSC
DC
del(17p)
DKK1
DXM

ER BM-MSC
FABP4

FC

et Définition

Anticorps

Ac Monoclonal

Acide Désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Autorisation de Mise sur le Marché
Autorisation Temporaire d’Utilisation
Acide Ribonucléique

B-cell maturation antigen

Bortezomib

Anomalies chromosomiques

MSC associées au cancer

Chimeric antigen receptor T
Core-binding factor a1

CC-chimiokine Ligand 2

Cluster de différenciation
CCAAT/Enhancer binding protein 3
Unités formants des colonies

Array comparative genomic hybridization
Centre Hospitalo-Universitaire
Cytométrie en flux

Progéniteurs communs myéloides
Cyclooxygénase?

Rémission complete

Hypercalcémie, Insuffisance rénale, Anémie, Lésions osseuses
MSC de moelle osseuse provenant de patients en Rémission
Antigene du sous-ensemblel CD2
Colony-Stimulating Factor-1

Cellules Souches Hématopoiétiques
Tomographie assistée par ordinateur
CXC-chemokine ligand 12

MSC de moelle osseuse provenant de patients au diagnostic
Cellules dendritique

Délétion 17p

Dickkopft-1

Dexamethasone

MSC de moelle osseuse provenant de patients en Rechute précoce

fatty acid binding protein 4
Fold change d’expression



FGF
FISH
G-CSF
G-MDSC
GDF15
Gfil
GFP
GMP
GSEA
GvHD
HD BM-MSC
HGF
HLA-DR
Hsp
ICAM1
IFG1
IFM
IFNy

g

IL
IMIDs
IMWG
InVS
IRM

ISS
IUCT-O
LDH
LFAl
LPS
LRP5/6
LT/LB
LTh
LTreg
M-CSF
MCP-1
MDSC
MGUS
MIP-1a
MM
MM BM-MSC
MRD
MSC
NF-kB

fibroblast growth factor

Hybridation In Situ Fluorescente
Granulocyte-colony stimulating factor
Granulocytic-MDSC

Growth an differentiation factor 15

Growth factor independence-1

Green fluorescence protein

Progéniteurs granulocytaires et macrophagiques
Gene set enrichment analysis

Maladie du greffon contre I’hote

MSC de moelle osseuse provenant de donneurs sains
Hepatocyte derived factor

Complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il
Heat shock protein

Intercellular adhesion molecule 1

insulin growth factor

Intergroupe Francophone du Myélome
Interféron gamma

Immunoglobuline

Interleukine

Immunomodulateurs

L’International Myeloma Working Group

Institut de Veille Sanitaire

Imagerie par résonnance magnétique
International Staging System

Institut Universitaire de Cancérologie de Toulouse — Oncopole
Lactate Déshydrogénase

Lymphocyte function-associated antigen 1
Lipopolysaccharide

Lipoproteins receptor-related proteins 5 et 6
Lymphocytes T/ Lymphocytes B

Lymphocyte T helper

Lymphocyte T régulateur

Macrophage colony stimulating factor
Monocyte chemotactic protein-1

Myeloid Derived Suppressor cells

Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée
Macrophage inflammatory protein 1o

Myélome Multiple

MSC de Myélome Multiple

Maladie résiduelle minimum

Cellules stromales mésenchymateuses

Nuclear factor kB

18



NGS
NK
OB
OoC
OPG
PAI2
PBMC
PC
PCA
PDGF
PFS
PGE2
POEMS

PPARY
PR

PTH
RANK
RANKL
Runx2
sCR
SDF-1
sFRP
SLIM
SNP-array
SP7
t(4;14)
tPA
TEP-CT
TGFpB
TLR4
TNFa
uGM
VCAM1
VEGF
VGPR
VLA-4
VTD
Whnt
B2m

Séquencage de Nouvelle Génération
Natural Killer

Ostéoblastes

Ostéoclastes

Ostéoprotégérine

Plamsinogen activator inhibitor2
Cellules mononucléaires de sang périphérique
Plasmocytes

Analyses en composantes principales
Platelet-derived growth factor
Survie sans progression
Prostaglandine E2

Polyneuropathique, Organomégalie, Endocrinopathie, protéine

Monoclonale et Signes cutanés

Peroxysome proliferator-activated receptory
Réponse partielle

Prothese totale de hanche

Receptor Activator of NF-kB

Receptor Activator of NF-kB Ligand
Runt-Related transcription factor 2

Rémission compléete stringente

Facteur dérivé du stroma 1

secreted frizzled-related proteins

Soixante pourcent, ratio de chaines légéres, IRM
Détection des polymorphismes touchant un nucléotide
Osterix

Translocation (4 ;14)

Activateur tissulaire du plasminogéene
Tomographie par émission de positons avec CT
Transforming growth factor-3

Toll like receptor 4

Tumor necrosis factor a

Unité onco-Génomique du Myélome

Vascular cell adhesion molecule 1

Vascular endothelial growth factor

Réponse partielle de bonne qualité

Very late antigen 4

Velcade Thalidomide Dexamethasone
Wingless-related integration sitel

B2 microglobuline

19



INTRODUCTION

Le Myélome Multiple (MM) est une pathologie de la personne agée affectant 4000
nouveaux patients par an en France. Depuis sa découverte en 1844 par Henry Bence Jones par
la présence de protéines dans les urines puis décrit en 1880 par Otto Kahler, qui lui donne le
nom de maladie de Kahler, de nombreux traitements ont été envisagés. Ce n’est qu’en 1958
que I'on commence a traiter efficacement le MM avec le melphalan qui sera associé en 1962
a la prednisone. Ce traitement restera pendant plusieurs années une référence thérapeutique,
jusqu’a l'arrivée de la greffe de moelle osseuse dans les années 1980. Les chimiothérapies
cytotoxiques telles que le melphalan, classiquement utilisées dans le MM comme dans
d’autres types d’hémopathies malignes ou de cancers solides, allongent la durée de vie du
patient. Malgré tout, ces médicaments exposent a des effets indésirables graves et ne
permettent pas de rémission compléete dans le cadre du MM : on parle alors de résistance au

traitement.

Depuis la fin du 20°™¢ siécle, pour pallier a ces résistances et limiter la survenue d’effets
indésirables induits par les médicaments, la recherche scientifique vise a améliorer la facon
de cibler les cellules tumorales. Ce ciblage peut étre obtenu soit en caractérisant la physiologie
de la tumeur pour I'éradiquer plus spécifiqguement, soit en affectant les cellules qui I'aident a

proliférer et qui appartiennent a ce que I'on appelle le microenvironnement tumoral.
Pourquoi ces 2 nouvelles stratégies thérapeutiques sont-elles envisagées :

- La cellule tumorale a comme particularité de ne jamais mourir, ce qui la rend tres
sensible aux signaux de mort cellulaire, aussi appelés signaux pro-apoptotiques. En
2004, apparaissent les premiers médicaments inhibiteurs du protéasome et
notamment le bortezomib. Ces médicaments ciblent plus spécifiquement la cellule
tumorale : en inhibant le protéasome, ils bloquent sa progression dans le cycle
cellulaire et induisent la mort par apoptose de la cellule tumorale.

- Le microenvironnement tumoral constitue un enjeu pour le traitement de différents
cancers. Il est composé de différents types cellulaires qui constituent des cibles
possibles pour de nouvelles thérapies. Vers la fin des années 1990, de plus en plus
d’études montrent que la tumeur résiste au traitement en échappant a la

reconnaissance et a [|’élimination par le systeme immunitaire, c’est-a-dire a
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I'immunosurveillance. C’est dans ce contexte qu’arrivent les médicaments
immunomodulateurs avec I'utilisation du thalidomide. Ce type de thérapie permet
d’exploiter les mécanismes naturels de défense du patient en stimulant le systeme
immunitaire déja présent. Les anticorps monoclonaux ont été découverts dans les
années 1980, mais ce n’est que depuis quelques années qu’ils sont utilisés dans le
cadre du MM. Le daratumumab a fait preuve de son efficacité clinique; ce
médicament combine une action spécifique sur la cellule tumorale (en se liant au
marqueur CD38 surexprimé par les PC malins) et sur son microenvironnement (il utilise

le systéme immunitaire déja présent pour tuer la cellule qu’il a préalablement ciblé).

A ce jour, le traitement standard reste pour les patients les plus jeunes une induction
a base de chimiothérapies, puis une autogreffe et enfin une période de consolidation par
chimiothérapies. Pour les patients plus agés, chez qui I'autogreffe ne sera pas possible, une
chimiothérapie seule est proposée. Ces traitements sont réalisés dans le cas ou le patient ne
participe pas aux essais thérapeutiques. L'efficacité de ces thérapies reste limitée car environ

75% des patients rechutent dans les 5 ans suivant le diagnostic?.

En ce qui concerne la cellule tumorale, de nombreuses équipes travaillent sur les
anomalies cytogénétiques présentes sur les PC malins pour essayer de prédire une mauvaise
réponse au traitement médicamenteux. Ces anomalies peuvent étre liées a I'acquisition de
délétions, gains, translocations chromosomiques ou trisomies sur les PC malins. D’autres
stratégies cherchent a cibler de facon plus précise la tumeur notamment via |’expression a la

surface cellulaire de certains clusters de différenciation (CD) comme par exemple le CD138.

En ce qui concerne limplication du microenvironnement, I'étude des cellules
stromales mésenchymateuses (MSC) et de leur réle dans le développement du MM suscite de
grands espoirs. Les MSC sont des cellules multipotentes, plastiques et capables de moduler
leur activité en fonction de leur environnement. Elles ont différents roles dont celui de se
différencier, entre autres, en OB, adipocytes et chondrocytes, mais peuvent aussi moduler
I'immunité par sécrétion de facteurs et cytokines ou encore favoriser I’'angiogenese. Dans les
années 2000, les premieres analyses phénotypiques des MSC isolées de patients atteints de
MM tendent a montrer que ces cellules sont différentes de celles issues de donneurs sains. En
effet elles perdent leur capacité de différenciation en OB et sont moins capables d’inhiber

I'immunité. De plus, elles sécretent différentes cytokines et facteurs de croissances leur
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permettant de supporter la croissance tumorale. L’'ensemble des travaux publiés ont été
réalisés au stade du diagnostic de la maladie. Peu de publications se réferent au phénotype

ou aux implications des MSC au cours du traitement et/ou chez les patients en rechute.

Le but de I'étude présentée ici était d’isoler des MSC de patients au cours du
traitement pour essayer de comprendre leur impact sur la tumeur et notamment chez les
patients en rechute. Une cohorte de patients a été mise en place, les MSC ont été extraites de
prélevements de moelle osseuse en vue de réaliser une étude transcriptomique. Un

transcriptome a donc été corrélé aux différents profils des patients.
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Le Myélome Multiple

Le Myélome Multiple des os ou maladie de Kahler est une hémopathie lymphoide
maligne caractérisée par le développement d’un ou plusieurs clones de PC malins dans la
moelle osseuse?3. Cette pathologie touche principalement la personne agée et reste, a I’heure
actuelle, incurable. Elle représente 2% de I’ensemble des cancers et 10 a 12% des hémopathies
malignes*°. En 2012, le nombre de nouveaux cas en France est estimé a 4 900 dont 52 %
survenant chez I’homme, avec un age médian de survenue de 75 ans chez la femme et 72 ans
chez 'homme. D’apres I'Institut de veille sanitaire (InVS) en 2013 en France, la survie nette a
5 ans reste faible, 51% chez 'homme et 55% chez la femme, mais tend a progresser avec

I’arrivée de nouvelles thérapies®.
A. Diagnostic et pronostic

1. Signes diagnostiques cliniques et biologiques

Le diagnostic du MM repose sur la mise en évidence des conséquences de la maladie

sur les aspects biologiques et cliniques ’. Les critéres diagnostics du MM sont & :

- La présence de plus de 10% de PC malins dans la moelle osseuse ;
- Laprésence d’au moins un des criteres SLiM-CRAB ci-dessous, nouvellement établis en
2014 :
o Critéres SLIM (soixante pourcent, ratio des chaines légeres, IRM) par la
présence d’au moins un biomarqueur de malignité :
=  Plus de 60% de PC malins dans la moelle ;
= Ratio des chaines légeres libres impliquées/non impliquées >100,
= Au moins une lésion focale sur I'imagerie par résonnance magnétique
(IRM).
o Critéeres CRAB (Calcémie, Insuffisance Rénale, Anémie, lésions osseuses) par la
preuve de |'altération des organes pouvant étre attribuée aux PC malins :
= Hypercalcémie : Calcium sérique > a 2,75mmol/L (>11 mg/dL) ;
= |nsuffisance rénale: Clairance de la créatinine <40mL/min ou une
créatinine sérique > a 177 umol/L (2mg/dL) ;
=  Anémie : Hémoglobine < 100 g/L ou perte de plus de 20g/L par rapport

a la limite inférieure de la norme ;
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= |ésions osseuses : Présence d’au moins une lésion ostéolytique sur
radiographie, tomographie assistée par ordinateur (CT) ou,

tomographie par émission de positon (TEP-CT).

Le MM est marqué par I'accumulation de PC malins (au moins 10%) dans la moelle
osseuse, retrouvée lors du myélogramme. Cette infiltration médullaire va entrainer une
anémie visible sur un hémogramme ainsi qu’une insuffisance médullaire globale et donc une

altération de I'état général.

Les PC, qu’ils soient malins ou sains, produisent des protéines appelées anticorps et
jouent un réle important dans I'immunité. Ces anticorps, ou immunoglobulines, sont
composés de 2 chaines lourdes et 2 chaines légeres reliées par des ponts disulfures. lls sont
divisés en 5 isotypes selon leur type de chaines lourdes : les immunoglobulines (Ig) IgG, A, D,
E ou M. Environ 50 % des MM sont d'isotype 1gG, 20 % d'isotype IgA et 20 % sont de type

urinaire (a chaines légeres).
Pour diagnostiquer la maladie, on utilise différentes techniques :

- L'immunofixation ou I'immunoélectrophorése des protéines sériques permet de typer
la protéine monoclonale pour sa chaine lourde et sa chaine légere ;

- L’électrophorese des protéines urinaires permet de mettre en évidence une
protéinurie a chaines légeres appelée protéinurie de Bence Jones. L'immunofixation
de ces mémes protéines permet de préciser le type de protéine : kappa ou lambda.
Concernant les chaines légeres, le type kappa est 2 fois plus fréquent que le type
lambda. Dans ce cas, les Ig a chaines |égeres s"accumulent et sont éliminées par le rein
provoquant ainsi une insuffisance rénale ;

- Le dosage de B2 microglobuline (32m) sérique permet de refléter la masse tumorale :

son taux est donc élevé chez les sujets atteints de MM.

Parmi les symptémes cliniques, on retrouve la présence de lacunes osseuses qui
provoquent le plus souvent une hypercalcémie, par dégradation de I'os. Cette hypercalcémie
peut étre responsable d’une insuffisance rénale liée a la réabsorption passive de calcium par
le rein. On retrouve donc ce phénomeéne associé a une augmentation de la créatininémie.
D’autres criteres biologiques apparaissent secondairement : une augmentation de la protéine

C réactive, de la lactate déshydrogénase et une hypoalbuminémie °.
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Suite au diagnostic de la maladie, le médecin évalue le pronostic du patient grace a la
classification de I'International Staging System (ISS) et depuis peu grace a I'analyse des

anomalies cytogénétiques.
2. Facteurs Pronostiques

Plusieurs classifications ont été successivement utilisées pour mesurer en routine

I’agressivité du MM :

- La classification de Durie et Salmon est la premiére a avoir été validée. Elle tient
compte des criteres biologiques présentés précédemment : le taux d’hémoglobine, la
calcémie, la présence de lésions ostéolytiques, le taux d’lg monoclonal sérique ou
urinaire et la créatininémie ;

- L'ISS est la classification pronostique qui fait référence actuellement. Elle est basée sur
une analyse uni- et multivariée ainsi que 3 types de modélisations réalisées sur
plusieurs groupes de patients. Parmi tous les facteurs pronostiques utilisés, 2 tests
montrent un pouvoir prédictif puissant concernant la moyenne de survie des patients
mais sont aussi utilisables en routine et peu colteux : le dosage dans le sang de la f2m
et de lalbumine 70 En 2015, I'ISS a été révisé pour inclure les anomalies
chromosomiques (CA) et le dosage sérique de la lactate déshydrogénase (LDH). Ces 4
facteurs permettent de classifier la maladie en 3 stades!!. lls sont présentés dans le
Tableau 1 ;

- D’autres facteurs influencent le pronostic de la maladie: I'dge du patient, les

comorbidités associées ainsi que la réponse au traitement.

25



Stade | Stade Il Stade lll

<3.5mg/L Nistadel 2>5.5mg/L

Anomalies Pas de haut Présence de délétion del(17p) et/ou
chromosomiques risque de CA translocation t(4 ;14) et/ou translocation
t(14 ;16) ou LDH supérieur a la normale

Lactate Normal LDH dans le sérum

déshydrogénase

Tableau 1 - Classification ISS revisitée
3. Anomalies génomiques

Certaines spécificités du PC malin peuvent avoir une influence majeure sur le pronostic
du patient. C’est pour cela que le pronostic est également étroitement associé aux anomalies
cytogénétiques initiales et acquises lors des rechutes. Ces anomalies sont détectées sur les PC
triés de moelle osseuse de patients par Hybridation In Situ Fluorescente (FISH), détection des
polymorphismes touchant un nucléotide (SNP-array) ou séquencage de nouvelle génération

(NGS).

Les anomalies cytogénétiques retrouvées associées aux PC peuvent étre de bon ou
mauvais pronostic. Par exemple, les trisomies 3 et 5 ont été décrites comme orientant vers un
bon pronostic'2. D’autres anomalies, comme les translocations (t(4;14) et t(14;16)), les
délétions (dellp32 et dell7p), le gain chromosomique (gain 1q) et la trisomie 21, ont été

décrites comme orientant vers un mauvais pronostic?-14,
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B. Formes cliniques

Le diagnostic de cette maladie est a rechercher devant divers tableaux cliniques 191

1. Gammapathie monoclonale de signification indéterminée

Le Myélome asymptomatique, aussi appelé « état pré-myélomateux indolent» ou
Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée (MGUS)®718, est retrouvé présent
dans 3 a 4% de la population générale aprés 50 ans °. Le taux d’évolution vers un MM est de

0,5 a 1% par an selon le type de MGUS. Il précede dans 99 % des cas le MM.
Il est classé selon 3 sous types :

- MGUS Non IgM, définit par la présence de :
o Protéines monoclonales sériques < 30g/L ;
o Plasmocytose médullaire < 10% ;
o Absence de dommage d’organes en lien avec la dyscrasie plasmocytaire
(criteres CRAB ou amylose).

Son taux de progression est de I'ordre de 1% par an 1929;

- MGUS IgM, définit par la présence de :
o Protéines monoclonales type IgM sériques < 30g/L ;
o Lymphoplasmocytose médullaire < 10% ;
o Absence de dommages d'organes en lien avec la dyscrasie

lymphoplasmocytaire (anémie, hyperviscosité, ...).
Son taux de progression est de 'ordre de 1 a 5% par an ?*;

- Light chain-MGUS, définit par la présence de :
o Ratio anormal des chaines légeres libres <0.26 ou >1.65 avec k élevée chez les
patients avec ratio > 1.65 ou A élevée chez les patients avec ratio <0.26 ;
o Absence d’lg monoclonale entiere en immunofixation ;
o Plasmocytose médullaire < 10% ;
o Absence de dommage de type CRAB ou Amylose ;

o Protéines Mc urinaires < 500mg/24h.

Son taux de progression est de 0 3 3% par an 22,
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2. MM (a)symptomatique

La forme asymptomatique, dite aussi MM indolent ou Smouldering Multiple Myeloma,
correspond a une forme sans signe clinique qui a cependant une biologie modifiée par rapport
a la normale (décrite ci-dessous), associée a une augmentation des taux sanguins d’lg

(supérieure a 30g/L) et/ou de plasmocytose médullaire (supérieur a 10%).

La forme symptomatique est associée a des signes cliniques spécifiques de la maladie
qui découlent de I'’envahissement plasmocytaire médullaire. Il a été précédemment détaillé

dans la partie diagnostic (criteres SLiM-CRAB).

Plusieurs formes sont retrouvées dans les 2 cas selon I'lg sécrétée par le PC malin. Elle
sera, soit a chaine lourde, IgA ou IgG, retrouvée dans le sang, soit a chaine légére, retrouvée

dans les urines %3.

3. Leucémie a plasmocytes

La leucémie a plasmocytes représente 2 a 4% de I'ensemble des MM et est une forme
plus agressive que le MM symptomatique. Dans 60% des cas, elle est observée au diagnostic
de la maladie (nommée ainsi primitive) et 40% des cas en fin de maladie (dite secondaire). On

retrouve un nombre de PC sanguins supérieurs a 20% (2 g/L) 23?4,

4. Myélome ostéocondensant et plasmocytome solitaire

Le MM ostéocondensant (ou ostéosclérique) est trés rare et s'associe a une
polyneuropathie dans 30 a 50 % des cas. On y retrouve une fibrose et une ostéosclérose des
lamelles des os a la place de la lyse de I'os. Il est aussi appelé POEMS syndrome pour son
atteinte Polyneuropathique, avec présence d’une Organomégalie, Endocrinopathie, de

protéine Monoclonale et de Signes cutanés 2°.

Le plasmocytome solitaire représente 3 a 5% des néoplasies plasmocytaires et
correspond a une prolifération localisée de PC monoclonaux malins au niveau osseux ou extra-

osseux. Il est caractérisé par :

o Lésionsisolées de I'os (ou d’un tissu mou) avec PC sur biopsie ;
o Moelle osseuse normale ou plasmocytose médullaire clonale inférieure a 10%

selon le type de plasmocytome solitaire ;
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o Absence d’anomalie squelettique du rachis et du bassin sur I'lmagerie par
résonance magnétique ou scanner ;

o Absence de criteres CRAB ou amylose.

Son taux de progression vers un MM est de 'ordre de 10% sur 3 ans 2°.

Il. Le traitement du Myélome
La prise en charge du MM a progressé ces derniéres années avec l'introduction de

nouvelles molécules faisant s’élever la survie a 5 ans de 29,8% a 39,6% en Europe entre

1997/99 et 2006/08 %’.

Seuls les patients symptomatiques sont traités car le rapport bénéfice/risque du
traitement chez les patients asymptomatiques (MGUS le plus souvent) est faible!®?8, La prise
en charge du MM comprend une chimiothérapie pouvant étre associée a une greffe selon
I’age du patient. Les différentes classes de chimiothérapies utilisées seront dans un premier
temps détaillées puis dans un second temps les schémas thérapeutiques a suivre en fonction

de I'dge du patient seront énoncés.

A. Les chimiothérapies classiques et glucocorticoides

La plus ancienne thérapie médicamenteuse contre le cancer est I'introduction des
chimiothérapies cytotoxiques et des corticostéroides. Ils ont permis de traiter les patients
atteints de MM avec I'association de différents médicaments dont ceux utilisés actuellement,

les alkylants et les corticoides.

1. Les alkylants

Les agents alkylants représentent la plus ancienne classe de médicaments
anticancéreux. Leur développement découle des effets du gaz moutarde utilisé pendant la
premiére guerre mondiale. Leur composition électrophile est capable d’interagir avec des
composés possédant des radicaux nucléophiles, retrouvés notamment dans les acides
nucléiques. Ces molécules peuvent alkyler de fagcon covalente les bases de I’ADN (acide
désoxyribonucléique). Cette liaison covalente peut étre monovalente ou bivalente et, dans ce
cas, entrainer des ponts intra ou inter-brins. La cytotoxicité du traitement provient de
I’alkylation des cellules ayant un fort taux de multiplication comme les cellules tumorales. En

effet, ces agents alterent des processus indispensables a la division cellulaire, la réplication et
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la transcription, conduisant a un arrét du cycle cellulaire. De plus, les |ésions induites par cette
alkylation produisent souvent des cassures simple ou double-brins induisant I'entrée en

apoptose de la cellule. Ces agents alkylants sont subdivisés en 8 sous-classes :

- Les moutardes a l'azote, tels que le melphalan, chlorméthine, chlorambucil et
méchlorétamine, induisent préférentiellement des liaisons inter-brins ;

- La sous-classe des oxazaphosphorines composée du cyclophosphamide et de
I'ifosfamide. Ils exercent leur action cytotoxique majoritairement par formation de
ponts inter-brins ;

- Letémozolomide et la dacarbazine sont des composés monovalents (pas de formation
de pont intra ou inter-brins), appartenant a la sous-classe des triazenes et hydrazines,
qui forment des adduits sur ’ADN responsables de leur activité cytotoxique ;

- Les molécules appartenant aux éthylene-imines, comme le thiotépa, I'altrétamine et
la mitomycine C, forment des ponts intra ou inter-caténaires au niveau de I'ADN
induisant la mort cellulaire ;

- La sous-classe des nitroso-urées comprenant la carmustine, la lomustine, la
fotémustine, la bendamustine et la streptozocine, peut former des ponts inter-brins
induisant une cytotoxicité.

- Les alkyles alcanes sulfonates ou moutardes soufrées sont représentés par le busulfan
et le pipobroman. lls exercent leur activité cytotoxique en formant des ponts intra ou
inter-caténaires ;

- Les sels de platine ou les organoplatines, tels que le cisplatine, le carboplatine ou
I'oxaliplatine, sont des agents alkylants exercant leur activité cytotoxique par

formation de ponts intra ou inter-brins.

Dans le cadre du MM, les antinéoplasiques cytotoxiques immunosuppresseurs utilisés
sont le cyclophosphamide (ENDOXAN®) et le melphalan (ALKERAN®)%?°, La bendamustine
(LEVACT®) a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en mai 20163 en
premiere ligne de traitement en association avec la prednisone chez les patients de plus de 65

ans présentant une neuropathie au diagnostic et non éligible a une greffe autologue 31.
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2. Les corticoides

Le cortex de la surrénale (corticosurrénale) synthétise une trentaine d’hormones
appelées corticostéroides. Elles se divisent en 3 grands groupes : les minéralocorticoides, les
gonadocorticoides et les glucocorticoides. Ces derniers agissent via un récepteur spécifique,
intracellulaire, le récepteur aux glucocorticoides. Il est retrouvé dans le cytosol de la cellule
sous forme de complexe inactif lié a la protéine de choc thermique et a I'immunophiline. Lors
de la liaison du glucocorticoide libre a son récepteur, le complexe se dissocie et seul
I’ensemble ligand-récepteur migre dans le noyau. Cet ensemble interagit avec I’ADN et pourra
agir de maniere directe ou indirecte sur la transcription de genes. De maniére directe, il induit
une augmentation du taux de protéines anti-inflammatoires telles que I'interleukine 10 (IL10),
I'annexinl et la protéine IkB. De facon indirecte, le complexe ligand-récepteur permet
I'inactivation de facteurs de transcription (AP1, NF-kB et IL6) responsable de I'effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur des glucocorticoides. Les corticoides pourront donc

exercer leurs effets sur I'immunité et I'inflammation via :

L’inhibition de la transcription de cytokines pro-inflammatoires ;

- La diminution de I'acide arachidonique (médiateur de I'inflammation) ;

- La diminution de la différenciation des monocytes-macrophages, des polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et basophiles ;

- L’inhibition de production et de prolifération des lymphocytes T (LT).

Les corticoides de référence utilisés en thérapeutique sont la prednisone
(CORTANCYL®), la prednisolone (SOLUPRED®), la methylprednisolone et la dexamethasone
(DXM) (NEODEX®, DECTANCYL®). lls sont utilisés dans diverses pathologies pour leur effet
anti-inflammatoire et immunosuppresseur. Dans le MM, la DXM est principalement utilisée

en premiére intention en association 232,
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B. L"autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules dites souches car elles
ont la capacité de s’auto-renouveler et se différencier en cellules progénitrices myéloides ou
lymphoides afin de reconstituer I'’ensemble du systeme hématopoiétique. Les PC proviennent
des cellules progénitrices lymphoides. Une autre fagon de cibler la maladie est de I'éradiquer
a I'emplacement de sa formation. Dans les années 1970/1980, la greffe de cellules souches
fait son apparition en thérapie dans différents cancers hématologiques. Ce n’est qu’en 1996
gu’elle fait son apparition dans le traitement du MM grace a une étude multicentrique menée

par I'Intergroupe Francophone du Myélome (IFM) 33,

Le principe de la greffe se déroule en 3 temps. Au départ le sang du patient est enrichi
en progéniteurs CD34+ grace a des facteurs de croissance puis prélevé par cytaphérese et
congelé jusqu’a utilisation : on parle alors de greffon. Par la suite, le patient va subir une
aplasie médullaire grace a une chimiothérapie intensive a base de melphalan. Enfin son
greffon lui est réinjecté. Cette greffe est dite autologue car les cellules réimplantées
proviennent du patient lui-méme. Seuls les patients dits « jeunes » (<65-70 ans) peuvent

recevoir une greffe, le rapport bénéfice/risque étant plus faible chez des patients plus dgés.

La premiere étude IFM, publiée en 1996, a été réalisée a Toulouse. Elle a comparé,
aupres de 200 patients, I'effet d’'une chimiothérapie de haute dose suivie d’une greffe de CSH
a une thérapie classique de 18 cycles. L’étude conclut a une meilleure réponse de |’association
autogreffe/chimiothérapie contre chimiothérapie seule, avec une survie sans événement sur
5 ans de 28% (versus 10% sous chimiothérapie seule) et un taux de survie globale a 5 ans de
52% (versus 12% sous chimiothérapie seule)®. L’étude de phase Ill, IFM 2009, réalisée sur 700
personnes en France et en Belgique, a permis de mettre en place la stratégie thérapeutique
utilisée actuellement dans le MM (décrite en suivant dans la partie I.E.). Elle montre une
meilleure survie sans progression (69% versus 33%) et une meilleure réponse compléte (58
versus 46%) dans le bras comportant 3 cycles de chimiothérapie + greffe + 2 cycles versus 8

cycles sans greffel.
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C. Les thérapies ciblées et traitements ciblant le microenvironnement

Les thérapies cytotoxiques ne sont pas spécifiques des cellules tumorales et ne
permettent pas une éradication compléte de la maladie. De plus, elles entrainent un certain
nombre d’effets indésirables du fait de leur action sur toutes les cellules, y compris les cellules
saines. C'est dans cette optique qu’ont été développées les thérapies ciblées aussi appelées
thérapies de « nouvelle génération », le but étant de cibler préférentiellement la cellule
tumorale en agissant soit sur les anomalies spécifiques de chaque cellule tumorale, soit sur
son microenvironnement. Le microenvironnement tumoral correspond a I’'environnement

proche de la tumeur et a pour but d’aider les cellules tumorales a se développer.

C’est dans cet objectif que plusieurs classes de thérapies ciblées ont été développées.

Elles seront ici présentées selon leur cible et leur mécanisme d’action sur le MM.

1. Thérapies ciblant les plasmocytes tumoraux

Ces thérapies innovantes cherchent a cibler des anomalies spécifiques de la tumeur.
Elles ont pour but de potentialiser I'effet des chimiothérapies actuellement utilisées et de

réduire les effets indésirables causés par I’action non spécifique des cytotoxiques.

a) Les immunothérapies : les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux (AcMc) sont des molécules produites par le systéme
immunitaire et permettent de déclencher une attaque ciblée. lls agissent en reconnaissant et
en neutralisant des pathogenes mais peuvent aussi induire une cytotoxicité ou une
phagocytose des cellules. Ils sont largement utilisés en thérapie notamment dans les cancers,
I'isotype 1gG étant le plus utilisé 34 Dans les années 1980, ils sont utilisés pour leur
reconnaissance de marqueurs spécifiques situés a la surface de la cellule tumorale. En 1975,
Kohler et Milstein ont créé des traitements a partir d’Ac murins 3. Les effets indésirables étant
nombreux, la structure de I’Ac a été changée sur une base plus humanisée voire totalement

humaine. Ces changements ont constitué les différentes classes d’AcMc :

- Les murins, nommés « -momab », sont en totalité d’origine murine. Par exemple le
muromumab, anti CD20, est utilisé dans le traitement des lymphomes non

hodgkiniens ;
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- Les chimériques, nommeés « -ximab », composés a 60-70% d’origine humaine. Par
exemple l'infliximab, anti TNFou (tumor necrosis factor a) est utilisé dans les maladies
auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, la
spondylarthrite ankylosante et le psoriasis ;

- Les humanisés « -zumab », composés a 90% d’origine humaine. On retrouve le
bevacizumab, anti VEGF (Vascular endothelial growth factor) indiqué dans plusieurs
cancers solides, notamment dans le cancer du sein métastatique.

- Les humains « -mumab », 100% d’origine humaine. Le daratumumab en fait partie et

son utilisation dans le MM est détaillée plus bas.

Dans les leucémies lymphoides chroniques, les cellules B malignes expriment le CD20,
contrairement aux autres cellules non malignes. Le rituximab, anticorps monoclonal
chimérique utilisé dans les leucémies va cibler le CD20 et permettre une éradication plus

spécifique de la tumeur.
Les médicaments suivants ont une place dans la stratégie de traitement du MM :

- Dans le cadre du MM, le PC malin surexprime le CD38 a sa surface. Le daratumumab
est un anticorps monoclonal humain de type IgG1 qui se lie préférentiellement au
CD38 de la cellule tumorale. Il permet la lyse tumorale via une cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps, une cytotoxicité dépendante du complément
ainsi qu’une phagocytose cellulaire dépendante des anticorps. La liaison du
daratumumab au CD38 entraine également une cytotoxicité des cellules immunitaires
exprimant CD38, telles que les cellules myéloides suppressives et les lymphocytes
régulateurs (B et T).

Le daratumumab a obtenu une AMM en février 20183¢, pour le traitement du MM
aprés une premiere rechute, en association avec une bithérapie par
lénalidomide/DXM ou par bortezomib/DXM. Cette indication fait suite aux études
CASTOR 37 et POLLUX 38, Il est actuellement utilisé dans I'essai de phase Ill nommé
CASSIOPEIA dans I'objectif d’évaluer sa place en premiere ligne de traitement du MM.

- Lisatuximab, apparu récemment, il n’a pas encore obtenu d’AMM et bénéficie d’une
autorisation temporaire d’utilisation (ATU) dans le MM en rechute, en 4™ ligne de
traitement ou plus. C’est un anticorps monoclonal chimérique de type IgG1 qui se lie

de fagon sélective au CD38. Il agit de la méme fagon que le daratumumab et va en plus
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inhiber les LT régulateurs et activer les cellules natural killer (NK). En 2019, il fait I'objet
de 3 études cliniques de phase Ill en adjuvant du traitement actuel, en premiéere ligne
de traitement (NCT03617731), chez les patients réfractaires ou en rechute
(NCT03275285, NCT02990338=ICARIA-MM). Le laboratoire pharmaceutique Sanofi
présente des premiers résultats encourageants sur son essai de phase Il « ICARIA-
MM ». lls montrent, sur 307 patients réfractaires ou en rechute une réduction de 40%
du risque de progression grace a l'utilisation de I'isatuximab en combinaison avec le
pomalidomide et la dexaméthasone®.

L’elotuzumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre I'antigéne du sous-
ensemblel CD2 (CS1) humain qui va déclencher une cytotoxicité dépendante des
anticorps. CS1 est une glycoprotéine de surface appartenant a la sous famille CD2 et
fortement exprimée par les PC malins. Il est en cours d’essai de phase I/l en France
(FACET HulLuc63-1703) pour évaluer le rapport bénéfice/risque en combinaison avec

le lenalidomide et la dexaméthasone chez des patients en rechute de MM*°,

D’autres inhibiteurs ciblant spécifiquement la tumeur sont en cours d’évaluation aux

Etats Unis : les inhibiteurs du cycle cellulaire, de la transcription, des télomérases et des

inhibiteurs de aurora kinase.

b) Les cellules CAR-T

Ce sont des LT autologues qui ont été génétiquement modifiés ex vivo afin de leur faire

exprimer un Récepteurs d’Antigene Chimériques (CAR). Ces derniers sont des récepteurs

recombinants qui peuvent a la fois lier I'antigene et activer le LT. Depuis le début des années

2000, 3 générations de CAR-T ont vu le jour 4%

Les premieres générations de CAR étaient seulement pourvues de récepteurs
activateurs des LT.

Les secondes générations ont vu apparaitre une double signalisation avec des
récepteurs activateurs couplés a des signaux de costimulation.

Les troisiemes générations combinent au moins 3 domaines de signalisation.

Ces LT, modifiés génétiguement, vont reconnaitre et cibler un antigene tumoral

spécifique a la surface des cellules. Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont

rapporté leurs bienfaits dans le traitement des hémopathies malignes, principalement sur des
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cancers qui touchent les LB, comme le lymphome ou encore la leucémie, en ciblant le CD19
présent a la surface des LB*2. Dans le cas du MM, de nombreuses études de phase | ont vu le
jour. Elles cherchent a cibler I'antigene de maturation des LB (BCMA) qui est présent dans la
plupart des cas de MM. L’étude NCT02658929 de phase |, évalue la dose de LT a injecter chez
des patients réfractaires ou en rechute. 33 patients ont recu des doses de cellules CAR-T allant
de 50 a 800 millions selon différentes phases. Ce traitement semble efficace car 28 patients
répondent : 15 sont en réponse compléte, 4 patients sont en maladie stable et 1 seule rechute.
Malheureusement 6 des 15 patients en réponse compléte ont rechuté dans les mois qui ont
suivi et on retrouve une PFS de 11,8 mois. 25 nouveaux essais de phase Il et/ou Il sont
actuellement en cours, aux Etats Unis et en Chine, sur de plus grandes cohortes dans le cadre
de patients réfractaires ou en rechute de MM. 3 études de phases Il (NCT04133636,
NCT03361748, NCT03601078) et 1 étude de phase Il (NCT03651128) ont commencé en
France en collaboration avec les Etats Unis depuis 2017/2018. Ce traitement prometteur n’a,
pour l'instant, fait ses preuves que sur des patients ayant subi plusieurs lignes de
chimiothérapies et donne des résultats a court terme car les patients rechutent apres
quelques mois de traitements seulement*®. La présence du systéme immunitaire reste
essentielle dans ce type de pathologie. Or aprés plusieurs rechutes les patients se retrouvent
avec un systeme immunitaire affaiblit et une maladie trop souvent résistante a une

immunostimulation.
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2. Ciblant le microenvironnement et les plasmocytes

a) Immunomodulateurs

La classe des immunomodulateurs (IMiDs) telles que le thalidomide, le |énalidomide
(REVLIMID®) et le pomalidomide (IMNOVID®), entraine une altération de la production de
cytokines, une régulation de la co-stimulation des LT ainsi qu’une augmentation de la
cytotoxicité des cellules NK3*. Ces traitements agissent sur la sécrétion de cytokines (TNF-q,
IL-1, IL-6, IL-12) et de protéines pro-angiogéniques (FGF-2 (fibroblast growth factor) et
VEGF)*. La cible des IMiDs serait une protéine E3 ubiquitine ligase, le céréblon. En présence
des IMiDs, le céréblon se lie aux protéines substrats tel qu’ikaros et aiolos, qui sont des
facteurs de transcription spécifiques des cellules B. Cela entraine leur ubiquitination puis leur
dégradation par le protéasome®. Les protéines ikaros et aiolos sont surexprimées dans les
tumeurs malignes lymphoides B notamment dans le MM. Les IMiDs modifient le ratio
lymphocytaire T circulant chez le sujet sain, diminuant les LT « helper » et augmentant les LT
cytotoxiques. Ces médicaments immunomodulateurs augmenteraient le nombre et I'activité

cytotoxique des cellules NK impliquées dans I'immunité antitumorale.

Les IMiDs pourraient donc avoir un réle immunomodulateur mais aussi antitumoral
direct en bloquant la prolifération tumorale par arrét du cycle cellulaire en phase G1 ou en

induisant I'apoptose®+*.
b) Inhibiteurs du protéasome

Le protéasome joue un réle important dans la régulation des processus intracellulaires
et dans 'homéostasie de la cellule. Ces protéasomes sont présents dans le cytoplasme des
cellules. Lorsqu’il y a des protéines anormales ou présentes en trop grand nombre, la cellule
a 2 stratégies pour les dégrader: via le systeme lysosomial ou via la voie ubiquitine-
protéasome. Dans cette derniére voie, les protéines sont marquées par une protéine appelée
ubiquitine qui sera reconnue par le protéasome et entrainera la protéolyse. Les cellules
cancéreuses quant a elles présentent un dysfonctionnement du cycle cellulaire les rendant
insensibles aux signaux de mort cellulaire. Les inhibiteurs du protéasome entrainent un arrét
du cycle cellulaire provoquant ainsi une accumulation de protéines anormales. Cette

accumulation de protéines induit la mort par apoptose des cellules tumorales. De plus, de
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nouvelles études ont démontré que ces inhibiteurs du protéasome rendraient les cellules

tumorales plus sensibles a la chimiothérapie®®.

Les 2 inhibiteurs utilisés actuellement en pratique inhibent le protéasome en se liant
de fagon réversible pour le bortezomib (VELCADE®), ou irréversible pour le carfilzomib
(KYPROLIS®), sur différents sites du protéasome. Le bortezomib (BTZ) est le premier inhibiteur
du protéasome a avoir été utilisé dans le traitement du MM et constitue toujours le traitement
de premiére intention en association*”#8. Le carfilzomib est quant a lui seulement utilisé dans
les rechutes en association avec le lenalidomide et la DXM. Il a obtenu une AMM dans cette
indication en février 2018 suite a I’étude ASPIRE PX-171-009 *°. l’ixazomib (NINLARO®) a
obtenu une AMM récemment, en juillet 2017°%, en association au lenalidomide/DXM
seulement a partir de la 2eme ligne de traitement. Ces résultats font suite a I'étude de phase
[l TOURMALINE-MM1 issue d’une cohorte mondiale (Amérique du Nord, Europe et Asie-
Pacifique) qui a prouvé son efficacité en adjuvant de I'association lenalidomide/DXM par

rapport a I'association seule °2,
c) Les inhibiteurs de I’histone désacétylase

L’état d’acétylation des histones dépend de 2 enzymes: les acétyltransférases
d’histone (qui acétylent I’histone pour garder la chromatine ouverte et permettre ainsi la
transcription) et les désacétylases d’histone (qui désacétylent, rendant la chromatine fermée
et donc une transcription impossible). Les inhibiteurs de I’histone désacétylase sont de
nouveaux antinéoplasiques pouvant corriger la dérégulation transcriptionnelle des genes
impliqués dans I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire. De plus, cette classe ne cible pas
seulement les modifications épigénétiques des histones. De nombreuses études ont montré
gu’elles peuvent agir aussi sur I'apoptose, I'angiogenése mais aussi sur la prolifération et la

différenciation des cellules, les rendant utiles dans les cas de cancers 3.

Les inhibiteurs de I'histone désacétylase sont classés en 4 grandes familles : les acides
gras a chaines courtes, les benzamides, les tétrapeptides cycliques et les dérivés
hydroxamiques. Seule cette derniere classe est utilisée dans le cadre du MM avec le vorinostat
et le panobinostat (FARYDAK®). Une étude de phase Ill a été réalisée sur la combinaison
vorinostat/BTZ versus BTZ seul et montre une meilleure survie sans progression, ou

Progression Free Survival (PFS) avec le vorinostat (7,63 mois versus 6,83 mois
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respectivement). Malgré tout, la survie globale reste identique et les effets indésirables
nombreux %, Le panobinostat a, quant a lui, obtenu ’AMM en 2016 suite a une étude de
phase [l PANORAMA_1 %6 et une étude de phase Il PANORAMA 2 >’. Il est depuis indiqué dans
le traitement du MM en rechute et/ou réfractaire en association avec le bortezomib/DXM
chez un patient qui a regu au moins 2 lignes de traitements. |l conserve malgré tout, des effets
indésirables importants. Il est en cours d’étude de phase II PANORAMA 3 pour évaluer

I'efficacité et 3 différentes doses en association avec bortezomib/DXM.

d) Autres inhibiteurs : Inhibiteurs de mTOR et inhibiteurs de kinases

D’autres inhibiteurs existent mais n’ont pour l'instant pas d’AMM dans le traitement
du MM. Il existe des inhibiteurs de la voie mTOR comme temsirolimus et everolimus.
Temsirolimus a une AMM dans les carcinomes rénaux et le lymphome des cellules du
manteau. Aux Etats-Unis, ce traitement est en cours d’essai dans le MM en association avec
le BTZ dans les rechutes ou chez les patients réfractaires. Cette étude de phase | et Il montre

des résultats prometteurs avec une moindre survenue d’effets indésirables chez ces patients
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Un inhibiteur de kinases, sorafenib est en cours d’essai dans le MM en phase I/Il aux

Etats-Unis (NCT00536575, NCT00687674).

Un schéma récapitulatif des traitements est présenté dans la Figure 1
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Figure 1: Les différents traitements du MM

Schéma représentatif des différents utilisés actuellement dans le MM, comprenant les
chimiothérapies cytotoxiques, les glucocorticoides, les thérapies ciblées et I'autogreffe.
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D. Les traitements symptomatiques et prophylactiques

Les patients regoivent un traitement symptomatique des complications cliniques liées
a la maladie, appelé traitement de support. Il contient des biphosphonates pendant les 6
premiers mois de traitement, ainsi que de I'érythropoiétine et des facteurs de croissance
hématopoiétique granulocytaire humain (G-CSF). Les biphosphonates sont des inhibiteurs de
I'activité ostéoclastique utiles dans le cadre du MM pour diminuer la lyse osseuse. On retrouve
dans cette classe de médicaments, I'acide zolédronique (ZOMETA®) qui en plus d’inhiber la
résorption osseuse a une activité cytostatique directe et pro-apoptotique®®. Le dénosumab
est en cours d’essai mais n’apporte pour l'instant pas d’amélioration supérieure en
comparaison a l'acide zolédronique, en termes de survie globale et de progression de la

maladie®.

Les traitements prophylactiques des effets indésirables médicamenteux sont adaptés
selon le schéma thérapeutique choisit. En effet en cas de traitement a base de
dexaméthasone, un traitement antibiotique est recommandé (amoxicilline et Bactrim Forte®)
ainsi que des antiviraux (valaciclovir) avec la prise de bortezomib et des IMIDs. Pour la
prophylaxie thromboembolique, de I'aspirine est instaurée (en cas de faibles comorbidités
associées) ou encore des anti-vitamine K ou héparine de bas poids moléculaire (en cas de

plusieurs facteurs de risques associés)®..

E. Le schéma thérapeutique

La prise en charge thérapeutique est définie en accord avec le patient en lien avec le
médecin sur la base de I’avis rendu en réunion de concertation pluridisciplinaire. Le traitement
du MM se déroule en 3 temps : I'induction, la consolidation et la maintenance. Seul le type de
thérapies differe en fonction de I'age du patient et de I'inclusion ou non dans un protocole

thérapeutique.

Chez un patient de moins de 65-70 ans on associe une chimiothérapie a une autogreffe
alors que chez un patient plus agé, I'autogreffe n’est pas possible (rapport bénéfice/risque
insuffisant). Le choix du type de chimiothérapie sera également orienté selon le profil du

patient.
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Le traitement classique d’un patient de moins de 65-70 ans, non inclus dans un

protocole, comporte :

- Une chimiothérapie d’induction a base de BTZ + dexaméthasone + IMIDs (thalidomide
ou revlimid) durant 4 cycles pour réduire au maximum la charge tumorale.

- Un prélevement de cellules souches hématopoiétiques autologues est réalisé suite a
une mobilisation de cellules CD34+ par des facteurs croissance quand cela est possible.
Ces prélévements sont réalisés aprés le 3°™ cycle de chimiothérapie d’induction.

- Une intensification au melphalan suivie d’une autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques.

- Un traitement de consolidation équivalent au traitement d’induction si ce dernier a
donné des résultats probants.

- Un traitement de maintenance a base de lenalidomide, instauré dans le mois qui suit

la consolidation, pendant 26 cycles (2ans).
Il est représenté en Figure 2.

Chez un patient de plus de 65-70 ans, hors protocole, on instaure seulement une

chimiothérapie qui peut étre :

- MP-THAL: Melphalan Prednisone Thalidomide. Schéma historiquement utilisé qui tend
a disparaitre.

- Ou MPV: Melphalan Prednisone Velcade® (bortezomib)®2.

- Ou REV-DEX : Revlimid® (lenalidomide) + dexamethasone.

- Ou VEL-DEX : Velcade® (bortezomib) + dexaméthasone, pour les sujets les plus

fragiles.®?
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Figure 2: Schéma thérapeutique "classique" du patient <65ans

Schématisation de la prise en charge thérapeutique d’un patient de moins de 65 ans.

F. Evaluation de la réponse au traitement

1. Critéres conventionnels

Le traitement du MM est en constante évolution et les patients répondent plus ou
moins bien aux nouveaux essais cliniques qui se succedent. L'International Myeloma Working
Group (IMWG) a mis en place en 2006 des critéres reproductibles d’évaluation de la réponse

aux traitements®3:

- Des criteres de réponse reposant sur la présence ou non de PC malins dans la moelle
osseuse, d’lg monoclonale urinaire et sanguine.

- Des criteres de progression de la maladie basés sur les mémes criteres que ceux de la
réponse, complétés par une analyse des Iésions osseuses et de la calcémie.

- Des criteres de rechute de la maladie avec une analyse compléte identique a celle du

diagnostic.

lIs sont référencés dans le Tableau 2.
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Catégories Sous-catégorie Critéres

. mme la Rémission Compléte +
Rémission o P
compléte - Ratio des chaines légeres libres normal

stringente (sCR) Immunophénotype plasmocytaire négatif

- Immunofixation sérique et urinaire négative
Rémission . . .
. - Disparition des plasmocytomes dans les tissus mous
compléte (CR)

- <5% de plasmocytes médullaires

Réponse au
traitement Réponse - Ig monoclonale détectable par immunofixation et non

partielle de détectable en électrophoréese

bonne qualité oy - Ig monoclonale sérique diminuée de 90% et Ig urinaire
(VGPR) <100mg/24h

- Ilg monoclonale sérique diminuée de 50%
Réponse

oartielle (PR) Ig monoclonale urinaire diminuée de 90% ou <200mg/24h

- Réduction de taille des plasmocytomes de plus de 50%
- Augmentation de 25% par rapport a la valeur la plus basse
pour : I'lg monoclonale sérique ou I'lg monoclonale urinaire

ou le pourcentage d’infiltration plasmocytaire (>10%)

Progression de la maladie , . . .
- Lésions osseuse (nouvelle ou augmentation de taille) ou
plasmocytome des tissus mous

- Hypercalcémie (calcémie>11,5mg/dL ou 2,65mmol/L)

- Nouvelles |ésions osseuses ou extra osseuses

- ou Hypercalcémie (calcémie>11,5mg/dL ou 2,65mmol/L)

Rechute clinique

- ou Diminution de ’hémoglobine >2g/dL

- ou Augmentation de créatinine sérique >2mg/dL

Tableau 2 - Critéres d’évaluation de la réponse au traitement
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2. La MRD

Grace aux nouvelles thérapies, on observe un taux élevé de réponse complete des

patients. Il a donc été nécessaire de créer de nouveaux criteres de réponses grace a des

analyses plus poussées des cellules tumorales résiduelles dans la moelle osseuse. Il s’agit de

I’étude de la maladie résiduelle minimum (MRD) en utilisant des nouvelles technologies : la

cytométrie en flux (CMF) ou encore le NGS. C’est dans cette optique que I'lMWG a défini des

nouveaux critéres de réponse de MRD négative (Tableau 3)%¢. En 2008, Paiva et al publient

des résultats de détection de MRD par CMF sur 295 patients. L’analyse de 125 patients MRD-

versus 170 MRD+ révéele une meilleure PFS (respectivement 71 versus 37 mois), une meilleure

survie globale (respectivement médiane non atteinte versus 89 mois) ainsi qu’une survie sur

5 ans de l'ordre de 60% versus 22% respectivement chez les MRD- versus MRD+%. En 2018,

Perrot et al confirment ces résultats par analyse des MRD de I'étude IFM2009 sur 700 patients

au début de la maintenance et 12 mois post-greffe®®,

MRD négative prolongée

MRD négative en CMF

MRD négative en NGS

MRD négative moelle et imagerie

Tableau 3 - Criteres de MRD

Catégories Critéres

MRD négative dans la moelle osseuse (par
CMF et/ou NGS) et par imagerie.

A confirmer sur un intervalle minimum d’1
an

Absence de clone phénotypiquement
anormal dans la moelle osseuse par CMF
(avec un minimum de sensibilité de 10)

Absence de clone dans la moelle osseuse par
NGS.

Présence d’un clone= séquencage d’au
moins 2 reads identiques en utilisant une
plateforme avec une sensibilité >107

MRD négative dans la moelle osseuse (par
NGS et/ou CMF)

+ Disparition des hyper-métabolismes
(visible au TEP-scan) ou diminution de la
valeur d’absorption standardisée inférieure
au médiastin ou diminution inférieure aux
tissus mous environnants
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lIl.  Le microenvironnement du Myélome

L'introduction de nouvelles thérapies et de la greffe de cellules souches
hématopoiétiques ont permis d’augmenter le taux de réponse et la survie globale des patients
atteints de MM. Néanmoins cette pathologie reste incurable, et cibler I'environnement
proche de la tumeur semble nécessaire. Les PC malins se développent dans la moelle osseuse
grace au support de I’environnement proche appelé microenvironnement. Il se divise en 2

compartiments :

- Un premier compartiment cellulaire composé de cellules dérivées des cellules souches
hématopoiétiques (les lymphocytes, les cellules myéloides, les NK, et les ostéoclastes
(0CQ)) et de cellules non hématopoiétiques dérivées de cellules stromales de la moelle
osseuse (les fibroblastes, les ostéoblastes (OB), les adipocytes, les chondrocytes, les
myocytes et les cellules endothéliales) et les vaisseaux sanguins. Ce premier
compartiment est schématisé par la Figure 3.

- Un second compartiment non cellulaire composé de la matrice extracellulaire et d’un
milieu riche en cytokines, facteurs de croissances et chimiokines sécrétés par les
cellules du premier compartiment. Pour plus de clarté, ce compartiment ne sera pas

détaillé dans cette étude.
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Figure 3 Compartiments hématopoiétique et non hématopoiétique de la moelle osseuse

Le compartiment hématopoiétique est composé de cellules souches hématopoiétiques (HSC)
qui peuvent se différencier en progéniteurs multipotents (MPP) puis en progéniteurs communs
lymphoides (CLP) ou myéloides (CMP). Selon les signaux présents dans le microenvironnement,
les CMP pourront se différencier en progéniteurs mégacaryocytaires érythroides (MKEP) ou
progéniteurs granulocytaires et macrophagique (GMP). Dans le compartiment non
hématopoiétique, on retrouve les cellules stromales mésenchymateuses qui pourront elles se
différencier en chondrocytes, OB, fibroblastes, adipocytes, myocytes et cellules endothéliales.
Schéma adapté de Yin T et al®’.

Au début de la maladie, cet environnement fonctionnel tente d’éradiquer la
prolifération des cellules plasmocytaires malignes mais va ensuite dériver pour agir en
synergie avec les cellules tumorales et créer un microenvironnement pro-tumoral®. Cet
échappement de la tumeur au systeme immunitaire fait lI'objet d’études et de
développements de nouvelles thérapies, entre autres, via [utilisation des
immunomodulateurs faisant partis de I'ensemble des immunothérapies. Les interactions
présentes entre les PC malins et les cellules immunitaires et non immunitaires favorisent la
progression de la maladie via des contacts direct entre ces cellules mais aussi via des facteurs

sécrétés. Ces interactions sont schématisées dans la figure 4%,
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A. Les cellules immunitaires dans le MM

Dans la moelle osseuse des patients atteints de MM, les cellules du systeme
immunitaire jouent un réle important pour promouvoir ou inhiber le développement des PC
malins. Dans les phases précoces de la maladie, les cellules myéloides comme les
macrophages, les cellules dendritiques et les cellules suppressives myéloides (MDSC), sont
recrutées pour faire face a la tumeur mais peuvent par la suite promouvoir la croissance des
PC malins’%72, Seuls les lymphocytes T, provenant de la lignée lymphoide, seront détaillés dans

ce manuscrit.

Les Lymphocytes T sont des cellules du systeme immunitaire provenant d’un
progéniteur lymphoide commun. Dans le thymus, ils se différencient en 2 types de cellules les
LT CD4 dit auxilliaires ou helper (LTh) et les LT CD8 dit cytotoxiques. lls rejoignent ensuite la
circulation sanguine, puis les organes lymphatiques ou ils seront mis au contact d’un
pathogéne grace aux cellules présentatrices d’antigene (comme par exemple les DC). Suite a
cette activation, ils pourront proliférer et exercer leur effet tueur (LT CD8) ou I’activation
d’autres cellules du systéme immunitaire (LT CD4). Dans le cadre du MM, plusieurs hypothéses
pourraient étre a |'origine de I’échappement des PC malins au controle réalisé par le systeme
immunitaire, la premiére étant une altération de I'activation des LT cytotoxiques par les
cellules dendritiques (DC). Dans un contexte non tumoral, la DC initie la réponse immunitaire
via son dialogue avec le LT’2. Dans le cadre du MM, les DC semblent perdre leur capacité a
stimuler la prolifération des LT « allogéniques » et a produire des cytokines dans le sang des
patients’3. Dans la moelle osseuse des patients, les DC semblent capables d’activer
spécifiguement les LT CD8. Toutefois, comme elles peuvent aussi réguler de fagon négative
I’expression de certaines sous-unités du protéasome des PC malins, ces derniers deviennent
moins immunogénes et donc résistants aux LT CD874. La seconde hypothése porte sur I'anergie
et la non fonctionnalité des LT présents dans la moelle. En effet, Dhodapkar et al montrent
gue des LT de patients ne reconnaissent pas les cellules tumorales autologues ex vivo sans
stimulation préalable et ne pourraient donc pas exercer leur fonction de lyse tumorale’>.
Guillerey et al mettent en avant la présence d’une population de LT CD8+ CD226- (présent
dans la moelle de MM) qui ne sont plus capables d’éradiquer la tumeur’®. Finalement, les

résultats décevant de l'utilisation des inhibiteurs des points de contrble de la réponse
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immunitaire (immune checkpoint) dans le MM’”’8 nous montrent bien la présence d’un LT

difficilement stimulable.

En ce qui concerne les LT CD4 ou LTh, il est maintenant établi que ces cellules jouent
un role important dans la réponse immunitaire aussi bien humorale que cellulaire. Il existe 4

sous-types de LTh :

Les Thl, qui activent I'immunité a médiation cellulaire (LT CD8, macrophages et NK)

via la production d’IFNy et IL27%;

- Les Th2, qui activent I'immunité a médiation humorale (LB) via la production d’IL4, IL5,
IL10 et IL137°;

- Les LTh17, impliqués dans la promotion de I'inflammation via la production d’IL17A,
IL6 et TNFa®;

- Les LT régulateurs (LTreg), qui ont un effet immunomodulateur via la sécrétion de

TGFp (Transforming growth factorf3) et d’IL108™.

Les études réalisées sur du sang de patients atteints de MM sont trés controversées et
se contredisent. En comparant des prélevements de sang issus de patients ou de donneurs
sains, Sharma et al observent une diminution des cytokines Thl (IFNy) associée a une
augmentation des cytokines Th2 (IL10 et IL4) chez les patients, suggérant donc un mécanisme
plutdét humoral dans le sang des patients atteints de MMB82, Alors que Feng et al observent
dans le sang de patients atteints de MM, plus de LTh1, LTh17 et moins de LTreg que chez les
donneurs sains, en adéquation avec les cytokines retrouvées dans le sérum®. Prabhala et al
retrouvent eux aussi une augmentation de LTh17 dans le sang mais aussi dans la moelle des
patients atteints de MM associé a une augmentation d’IL17, 1L21, IL22 et IL23 dans ces 2
compartiments. lls observent aussi que I'lL17 produit dans la moelle et dans le sang pourrait

étre responsable de la promotion de la tumeur®.

Finalement, la derniere hypothése émise qui pourrait étre a l’origine de I’échappement
des PC malins au systeme immunitaire est I'environnement immunosuppressif présent dans
la moelle osseuse des patients atteints de MM. Nakamura et al étudient la présence de MDSC
dans la moelle de patients atteints de myélome. lls s’apergoivent que les MDSC induisent une
forte sécrétion d’'IL18 responsable de I'immunosuppression des LT et de la survie des PC

malins’. Cette immunosuppression est représentée dans la figure 4.
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Figure 4: Dialogue entre plasmocytes malins et cellules du microenvironnement

Schématisation de I’échappement des PC malins au contréle immunitaire réalisé par les LT CD4,
LT CD8, NK et DC. Les cellules du microenvironnement agissent en synergie pour promouvoir
la croissance des PC malins. Les MDSC, TAM (Tumor associated macrophage), Treg, OC et
cellules stromales créent un environnement immunosuppressif via la sécrétion de cytokines et
permettent aux PC malins d’échapper au systéme immunitaire. Adapté de la Figure 1 de
Guillerey el al ®°.

B. Les cellules et composants non immunitaires dans le Myélome

Plusieurs types de cellules non immunitaires présentes dans I'environnement proche
des PC malins participent au développement de la maladie, comme par exemple les
fibroblastes, les OB, les adipocytes, les MSC mais aussi des composants de la matrice
extracellulaire et des vaisseaux, composés de cellules endothéliales. Dans un souci de clarté,

seul les OC, OB et adipocytes seront présentés dans cette partie.
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1. Lignée myéloide : les ostéoclastes

Au niveau de la surface de l'os, les GMP provenant de la différenciation des CMP
(Figure 3), subissent différentes stimulations de I'environnement, entre autres des cellules
stromales de la moelle, pour donner des OC. Dans la moelle osseuse, les GMP, suite a une
stimulation par du M-CSF (Macrophage colony stimulating factor), donnent des pré-OC. Sous
I'influence de 2 facteurs essentiels a la différenciation, RANKL (Receptor Activator of Nuclear
factor kB Ligand) et CSF-1 (Colony-Stimulating Factor-1), les pré-OC pourront donner des OC
matures®>2®, La dégradation de I'os, ou ostéoclastogenése, est un mécanisme trés régulé qui
est en équilibre avec la formation osseuse, ou ostéoblastogenése. Les OB jouent un réle
critique dans ce phénomeéne, puisque ce sont elles qui sécretent différentes protéines
nécessaires a cet état d’équilibre, I'ostéoprotégérine (OPG), le M-CSF et RANKL. L’OPG est un
leurre de RANK qui va peut piéger RANKL et bloquer la formation des OC®. Pour contre
balancer cet effet, les OB sécrétent aussi du M-CSF, favorisant la différenciation en OC mature,
et RANKL qui peut se fixer sur RANK et réguler la résorption osseuse®®®° (Figure 5 adaptée de

W.J. Boyle et al et Y Han et al°®°%).
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Figure 5: Dialogue entre ostéoclastes et ostéoblastes

Schématisation du dialogue bidirectionnel en OC et OB via la sécrétion de RANKL et OPG par
les OB, les fibroblastes et les LT. Adapté de Boyle et al et Han et al°®°*,
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Dans le cadre du MM, les OC ont été largement décrits comme jouant un rodle
prépondérant dans la pathologie directement ou indirectement via la sécrétion
bidirectionnelle de facteurs entre les PC malins et les OC mais aussi par modulation du

microenvironnement proche qui favorise la dégradation osseuse®710°,

a) Dérégulation de I'axe RANK/RANKL/OPG

Un phénomeéne décrit dans le MM est la dérégulation de I'axe RANKL/OPG dans le
sérum et dans la moelle des patients atteints de MM. Terpos et al ont identifié une
augmentation de RANKL soluble associée a une baisse d’'OPG dans le sérum de 121 patients
atteints de MM. L’augmentation de ce ratio RANKL soluble/OPG est corrélée a une résorption
osseuse importante ainsi qu’au développement du MM'%, Pearse et al nous montrent sur des
coupes d'immunohistochimie de moelles, la surexpression de RANKL associée a une sous
expression d’OPG, sur les coupes de MM par rapport aux moelles saines'. Plusieurs études
ont montré que cette forte expression de RANKL pourrait provenir directement de la sécrétion
de RANKL par les PC malins102103 et les LT!%7 mais aussi du dialogue entre PC malins et MSC ou
pré-OB%, Le réle du microenvironnement et notamment des MSC dans ce mécanisme n’est
pas encore totalement défini. Le denosumab (Prolia®), anticorps monoclonal de type 1gG2, a
obtenu ’'AMM en 2018 en France dans le cadre du traitement de |'ostéoporose. Il s’agit d'un
anticorps humain qui se lie spécifiquement et avec une forte affinité a RANKL, inhibant ainsi
la formation et la fonction des OC. Il a été testé dans le cadre du MM sur une étude de phase
3 (NCT01345019) en comparaison avec I'acide zoledronique, sur 1704 patients et n’induit pas
d’amélioration en terme de survie sans progression. Il induit les mémes effets indésirables
(neutropénie, thrombopénie, anémie, hypocalcémie et pneumonie) que I'acide zoledronique.
Malgré tout, il parait avoir moins d’effets concernant la toxicité rénale (10% vs 17% chez les
patients traités par le denosumab vs acide zoledronic)!®. Cibler I'axe RANK/RANKL semble

étre une stratégie intéressante mais a améliorer.
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b) Facteurs sécrétés

La cytokine CCL-3 (CC-chimiokine Ligand 3), aussi appelée MIPla. (Macrophage
inflammatory protein 1la), est impliquée dans l'inflammation aigue, plus particulierement
dans les stades tardifs de la différenciation osseuse. Elle est sécrétée par les PC malins8104,
Uneda et al ont montré sur des coupes d'immunohistochimie de moelles de 31 patients, que
58% des patients sont MIP1la+ et 42% sont MIP1a-. MIP1a semble étre corrélé a la présence
de lésions osseuses puisque 16/18 patients MIP1o+ (89%) vs 6/13 patients (46%) des MIP1ai-
ont des lésions osseuses®®. Terpos et al ont mesuré la concentration de MIP1o dans le sérum
de 86 patients et ont montré une corrélation entre un fort taux de cette cytokine et la
présence de destructions osseuses, associés a une mauvaise survie'®, Par ailleurs, CCR1 et
CCRS5, les récepteurs de cette cytokine, sont présents a la surface des PC malins mais aussi des
MSC de la moelle, OC et OB. Lentzsch et al suggerent que dans le cas du MM, MIP1a en plus
de son action sur les OC, pourrait promouvoir la croissance, la survie et la migration des PC
malins®’. Quelques inhibiteurs pharmacologiques de CCR1 ont vu le jour dont le MLN3897
(CCX721, BX471, ...). lls montrent une décroissance de la tumeur, associée a une diminution

du nombre et de la taille des Iésions osseuses aussi bien in vitro que in vivo%%:119,

L'IL3 et I'lL6 sont des cytokines sécrétées par les lymphocytes et les MSC
respectivement. Elles sont toutes deux retrouvées surexprimées dans la moelle de patients
atteints de MM%111 |’|L3 est connue pour stimuler la différenciation des OC et inhiber celle
des OB%. L'IL6 est quant a elle connue comme promoteur de survie et inhibiteur de I'apoptose
des OC et des PC malins dans le cadre du MM+112 |’|L17 est une cytokine pro-inflammatoire
produite par les LT helper qui peut promouvoir I'activation des OC. Dans le MM, [’utilisation
d’un anticorps monoclonal bloquant I'lL17 (AIN457) sur des souris SCIDhu montre une

inhibition de la croissance et de la survie des PC malins ainsi qu’une baisse des OC!%3.

L’ACTIVIN A, est une glycoprotéine qui régule différentes fonctions biologiques comme
I’'homéostasie hormonale, la croissance des muscles, I'inflammation mais aussi le remodelage
osseux. Vallet et al ont retrouvé I’ ACTIVIN A augmentée dans le plasma de moelles de patients
et corrélée a la présence de lésions osseuses. lIs ont aussi montré qu’en plus d’activer les OC,
I” ACTIVIN A pourrait aussi inhiber la différenciation ostéoblastique. L'utilisation d’un
inhibiteur d’” ACTIVIN, dans un modéle murin SCIDHu, inhibe la croissance tumorale et reverse

I'inhibition des OB®2.
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L’ostéopontine est une protéine retrouvée entre autres dans les os. Elle est impliquée
dans I'activation des OC et I'angiogenése, et a donc un double réle dans le MM. Elle est aussi
retrouvée surexprimée dans le sérum et le plasma des patients atteints de MM car produite
entre autres par les PC malins et les cellules stromales®>19, Le blocage de I'ostéopontine et
du VEGF sur des co-culture de lignées de PC malins avec des OC, semble réduire I'angiogenese
et la dégradation osseuse, suggérant un lien direct entre ostéopontine, VEGF et prolifération

des PC malins et OC!4,

Le SDF-1 (Stromal cell derived factor-1) ou CXCL12 (CXC-chemokine ligand 12) est une
chémokine secrétée par les cellules stromales caractérisée comme facteur de croissance des
progéniteurs des LB, responsables du « homing » des CSH. Cette cytokine se fixe sur son
récepteur CXCR4 qui est exprimé a la surface des OC®3. Zannettino et al, constatent une
production importante de SDF-1 par les PC malins de MM eux-mémes, et que le SDF-1 sanguin
est retrouvé positivement corrélé a la présence de lésions osseuses. lls démontrent in vitro
que le SDF-1 est responsable des lacunes osseuses et qu’il augmente le nombre et I'expression
des génes d’activation des OC%. SDF-1 pourrait donc participer au recrutement des
précurseurs ostéoclastiques au niveau de la moelle et favoriser la dégradation osseuse.
L'utilisation in vivo d’un inhibiteur de CXCR4 (BKT140) montre un ralentissement de la

croissance tumorale associé a une augmentation de I'apoptose par les PC malins!?>,

Le dialogue PC-OC semblent donc jouer un réle important dans la croissance et le
développement des OC mais aussi dans la physiopathologie du MM. L’identification de ces
nouvelles cibles apparait importante pour le développement de nouvelles thérapies.
Cependant, I'échec de certaines thérapies dans le ciblage des facteurs pro-ostéoclastiques
nous amene a penser qu’il serait intéressant d’y ajouter des traitements visant a améliorer les

fonctions ostéoblastiques.

2. Les ostéoblastes

Les OB sont des cellules mononuclées qui proviennent des MSC dont la différenciation
est médiée, notamment par I'expression du facteur de transcription RUNX2 (Runt-Related
transcription factor 2)!°. Le début de la différenciation ostéoblastique nécessite la persistance
de I'expression de RUNX2, I’expression d’osterix (SP7) et I'activation des voies de signalisation

dont fait partie la voie Wnt (Wingless-related integration sitel)!'”118 |es OB sont
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principalement retrouvés au niveau de la surface de I'os pour aider a former et réparer I'os,

en synthétisant de la collagénase, en produisant de I'ostéocalcine et par minéralisation18,

Les premieres études réalisées sur les OB dans le cadre du MM, montrent que les PC
malins sont capables d’inhiber la prolifération, la différenciation et la fonction des OB via des
facteurs sécrétés mais aussi par contact direct!!>12°, Cette inhibition pourrait étre causée par
différents mécanismes : un déséquilibre de la voie de signalisation Wnt dans les OB et les PC
malins, les facteurs de transcription RUNX2/CBFA1 (core-binding factor al) ou une

modification d’autres facteurs comme I'lL7, TGF[3 et GFI.

a) Voie de signalisation Wnt

La voie Wnt est une voie importante dans le controle de |'ostéoblastogenese. Elle se
décompose en 2 voies, la canonique et la non canonique. Les glycoprotéines Wnt se fixent sur
le récepteur LRP5/6 (Lipoproteins receptor-related proteins 5 et 6) pour activer la voie
canonique et induire la transcription de TCF/LEF impliqué dans la prolifération, la
différenciation, I'adhésion, et la survie cellulaire. La voie non canonique quant a elle, fait
intervenir le récepteur Ryk/ROR et implique la transcription de AP-1 et NFAT!?L. Ces voies sont
représentées dans la figure 6. On retrouve 2 classes d’antagonistes de cette voie Wnt, les
membres de la famille DKK1 (Dickkopft-1) et les protéines sFRP (secreted frizzled-related
proteins). Ces 2 classes d’antagonistes entrainent la suppression de la voie Wnt et réduisent

donc la fonction des OB122:123,
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Figure 6 : Voie de signalisation Wnt

Schématisation des voies canoniques et non canoniques par différents facteurs. La voie
canonique est activée par Wnt1, Wnt2 et Wnt3a en se liant au réceptuer Fzd (Frizzled) et a son
corécepteur LRP5/6. Cette activation permet a la [-cathenine de transloquer dans le noyau
pour activer différentes voies de signalisation. La voie non canonique fait intervenir Wnt5a et
Whntl11 en se liant a Ryk/Ror pour activer des programmes transcriptionnels impliquant AP-1
et NFAT. Adapté de Spaan et al*?'. La voie canonique active peut étre inactivée par DKK1 qui
bloque le récepteur LRP5/6 ou par Fzp soluble, sFRP qui rentre en compétition avec Fzd. Adapté
de Westendorf et al'?2.

DKK1 est exprimé par les OB, les MSC et depuis peu a été montré comme surexprimé
par les PC malins. Un niveau tres élevé de DKK1 a été retrouvé dans le sang et la moelle de
173 patients au diagnostic du MM comparé a 45 donneurs sains. Cette étude a aussi été
réalisée sur des PC de patients purifiés, elle a comparé ceux des patients avec ou sans lésions
osseuses pour connaitre la différence d’expression génique responsable de la dégradation
osseuse. Tian et al ont pu mettre en évidence la présence de seulement 4 genes
significativement responsables de ces lésions, dont DKK1 fait partie’?*. DKK1 serait donc
retrouvé surexprimé par les PC malins et associé a la présence de |Iésions osseuses chez les
patients. Yaccoby et al ont testé |'utilisation d’un anticorps anti-DKK1 sur des souris SCID-rab
a qui ils ont injecté des PC primaires de patients atteints de MM. L’anti-DKK1 a permis
d’augmenter la densité minérale des os mais également de réduire la tumeur'?>. Une étude
de phase 1 et des résultats préliminaires de I'étude de phase 2 (NCT01302886) montrent que
IgG anti-DKK1),

I'utilisation du BHQ880 (anticorps monoclonal type entraine une

augmentation de la résistance de I'os 6 mois apres le traitement sur 4/5 patients. Toutefois,

56



I’administration de cet anticorps ne montre pas d’effet direct contre les PC!26127_ D’autres

essais sont en cours avec BHQ880 et DKN-01, mais les résultats ne sont pas encore disponibles.

Oshima et al retrouvent par western blot la présence de sFRP-2 sur des lignées de MM
mais aussi sur des PC de patients présentant des Iésions osseuses. L'immunodéplétion de
sFRP-2 sur des lignées et des PC de patients in vitro restaure la capacité de minéralisation
osseuse des lignées MC3T3-E1128, Des études cliniques sur l'inhibition de sFRP2 n’ont pas

encore été réalisées.

Dans le cadre du MM, la voie Wnt est finalement retrouvée sous-exprimée, alors que

dans la plupart des cancers solides elle est retrouvée surexpriméel?o-131,

b) Autres facteurs : RUNX2, GFl, IL7, TGF3

RUNX2 aussi appelé CBFAL représente le facteur de transcription important pour la
différenciation des MSC vers la voie des OB et non adipocytaire ou chondrogénique!!®. Giuliani
et al observent une perte de I'activité RUNX2 sur des pré-OB quand ils sont mis au contact de
PC malins. Ils démontrent aussi que cet effet est contact dépendant et que I'lL7 pourrait
participer a ce phénoméne!®2, Cependant, il semblerait que les PC malins surexpriment RUNX2
par rapport a des PC sains. Trotter et al montrent que le niveau de RUNX2 dans les PC malins
pourrait étre corrélé a l’agressivité de la maladie chez les patients. De plus, cette surexpression

améliore la croissance des PC malins et la progression de la maladie®33,

GFI1 (Growth factor independence-1) est un facteur de transcription qui se lie a I’ADN
et module la chromatine pour modifier I'expression de certains genes. Un niveau élevé de
GFI1 pourrait bloquer I'expression de RUNX2 et inhiber I'ostéoblastogénese. D’Souza et al
montrent que des MSC isolées de souris GFI1 KO sont résistantes a la suppression des OB
induite par les PC malins'34, L’IL7 semble aussi intéressante car elle régule de facon négative
I"activité transcriptomique de RUNX2 et inhibe donc la différenciation des OB!32. Elle pourrait

aussi étre impliquée dans la suppression des OB médiée par GFI1134,

Finalement le ciblage de RUNX2, GFI1 et IL7 semble intéressant pour restaurer les OB

et éviter la destruction osseuse causée par les PC malins.

Le TGFB est un facteur de croissance fondamental dans le controle de
I’ostéoblastogenése. Il est produit par les OB et libéré lors de la résorption de I'os. Il permet

alors de stimuler la prolifération des pré-OB et va limiter la différenciation ostéoclastique, via
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entre autre, 'OPG'3>13%, En revanche, dans le cadre du MM, TGF3 améliore la sécrétion par
les OB d’IGF, d’IL6 et de FGF et stimule ainsi la croissance des PC malins'37-13°, |utilisation in
vivo d’un inhibiteur de TGF, SD208, semble prometteur puisque qu’il entraine une
augmentation de la différenciation et de la formation osseuse chez les souris et induit
I’expression de RUNX2!%, Dans le cadre du MM, l'inhibition de TGFp est capable de restaurer
la différenciation des OB et supprime en parallele la croissance des PC malins sur un modele

murinl,

3. Les adipocytes

Les adipocytes proviennent eux aussi de la différenciation de cellules stromales et
n‘ont pas les mémes fonctions selon leur provenance et leur localisation. On distingue 2
provenances principales bien distinctes, le tissu adipeux et le tissu médullaire qui sont tous les
deux composés de cellules stromales mésenchymateuses, appelées cellules stromales
adipocytaires (souvent pré-adipocytaires) ou MSC respectivement!??. Les adipocytes de la
moelle osseuse sont beaucoup moins décrits que ceux retrouvés dans le tissu adipeux. Nous
nous intéresserons ici seulement a ceux présents dans la moelle osseuse et aux études qui

relatent des adipocytes dans la moelle de MM.

a) Les adipocytes de la moelle osseuse

Le tissu adipeux de la moelle ou adipose médullaire représente 70% du volume total
de la moelle osseuse chez un adulte sain et peut augmenter en présence de diverses
pathologies!#3. Meunier et al commencent a parler d’adiposité médullaire en 1971 avec la
mise en évidence au cours du temps d’une augmentation du volume du tissu adipeux de la
moelle chez des sujets sains et de facon plus importante encore en cas d’ostéoporose!#*. En
2011, Liu et al comparent des adipocytes murins provenant de la moelle a ceux provenant du
tissu adipeux et retrouvent 3918 genes différentiellement exprimés. Ils mettent en avant une
diminution d’expression de génes spécifiquement associés a I'adipogenése (PPARy
(Peroxysome proliferator-activated receptory), FABP4 (fatty acid binding protein 4), Perilipin
et adipsin) et une surexpression de genes de l'inflammation (C/EBPB (CCAAT/Enhancer
binding protein ), RGS2 (regulator of G-protein signaling 2), SFRP4 (secreted frizzled related
protein 4), TNFo, TGFP1, GPR109A (G-protein coupled receptor 109A) et IL6)!*°. La premiére

étude réalisée chez ’'Homme a été faite en 2013 par Poloni et al et a permis de comparer les
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adipocytes de 9 moelles osseuses a 10 tissus adipeux sous-cutanés de donneurs sains. Cette
étude retrouve une sous-expression de genes spécifiques du tissu adipeux par les adipocytes
de la moelle (Lipoproteine lipase), Adiponectine, Leptine et aP2 (fatty acid binding protein
four) et une expression similaire de PPARYy, contrairement a ce qui avait été notifié au niveau
murin en 2011. De plus, I'expression de cytokines régulatrices de I’'hématopoiese (régulateurs
positifs : IL6, IL8, G-CSF, GM-CSF et régulateurs négatifs: IL10, IL17, MIP1a, TNFa) est
retrouvée en quantité égale dans le surnageant de culture des adipocytes de moelle et de
tissu adipeux?®. Par ailleurs, la morphogenése des cellules et I'expression de leur marqueur

de surface ne semble pas étre modifiée par leur localisation dans la moelle!4®,

Dans la moelle osseuse, la totalité des adipokines sécrétées par les adipocytes n’est
pas encore entiérement connue. Une revue recense celles retrouvées a I’heure actuelle!’. Les
adipocytes sont capables de sécréter par exemple, la leptine et I'adiponectine mais en
quantité moindre, par rapport aux adipocytes présents dans le tissu adipeux**’. La régulation
de I'adipogenese dans la moelle semble étre dictée par PPARy et la voie Wnt est inversement
corrélée a la présence d’OB*149 || est a noter que les adipocytes expriment aussi RANKL et

pourrait par ce biais favoriser la différenciation des OC*°.

Par ailleurs, 'augmentation de I'adipose médullaire semble étre corrélée avec I'age et
notamment avec I'ostéoporose!**1>1, De facon surprenante, elle ne semble pas étre corrélée
a I'indice de masse corporelle ou du moins au surpoids, puisque I'on retrouve une altération
avec principalement une augmentation des adipocytes dans la moelle de patientes atteintes

d’anorexie (souvent associé a une ostéoporose)1>%153,
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b) Les adipocytes dans le MM

Les adipocytes dans le MM font I'objet d’étude seulement que depuis ces 10 dernieres
années. Une étude récente réalisée par Trotter et al s’est focalisée sur 'analyse in vitro et in
vivo de lignées murines d’adipocytes (3T3-L1) et de MM (5TGM-1). lIs retrouvent dans la
moelle des souris, une augmentation des adipocytes matures par rapport a de la moelle saine,
capables de sécréter MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) et SDF-1 qui sont connus pour
supporter la croissance des PC malins. De plus, dans leur analyse in vitro ils retrouvent une

154

activation de la voie Wnt par les adipocytes matures Enfin, on retrouve plusieurs

adipokines connues dans le tissu adipeux : la leptine, I'adiponectine et I'adipsine.

La sécrétion de leptine a été rapportée comme élevée dans le sérum de patients
atteints de MM et semble promouvoir la croissance des PC malins!>°. Elle semble, avec
I’adipsine, améliorer I'expression de protéines de I'autophagie et induire par ce mécanisme
une chimiorésistance par diminution de la mort par apoptose des lignées de MM®®, Sur le
plan clinique, 2 études ont réalisé une analyse des adipokines sur le sérum de respectivement
174 et 73 patients atteints de MM. Elles montrent que le niveau de leptine n’est pas corrélé

aux risque de la maladie>”1%8,

’adiponectine quant a elle est retrouvée diminuée dans le sérum des patients!>>. Un
niveau bas d’adiponectine est retrouvé corrélé a I'agressivité de la maladie et pourrait avoir
un réle protecteur contre le MM71%8 mais le mécanisme par lequel I'adiponectine pourrait

étre néfaste pour la cellule de MM n’est malheureusement pas encore établi.

L’étude des adipocytes dans la moelle de patients atteints de MM reste encore trop
peu étudiée et représente un enjeu important. Ces cellules pourraient participer a la
promotion de la tumeur, soit directement par les adipokines qu’elles sécretent, soit en
modifiant le microenvironnement, comme par exemple en réduisant I'ostéoblastogeneése. Le
lien entre adipocyte et MM n’étant pas encore totalement établi, nous ne savons pas a I’'heure
actuelle si cette augmentation de volume adipocytaire dans la moelle de MM est la cause ou
la conséquence de la maladie. Dans cette optique, il semble intéressant de regarder plus en

amont de ces cellules, en commencant par leurs précurseurs, les MSC.
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C. Les cellules stromales mésenchymateuses

1. Caractéristiques principales des cellules stromales mésenchymateuses
a) Capacité de différenciation : le réle des ostéoblastes et des
adipocytes

En 1974, Friedenstein est le premier a identifier des cellules stromales multipotentes
provenant de la moelle osseuse et précurseurs de différentes lignées du tissus
mésenchymateux910, Ces cellules, appelées cellules stromales mésenchymateuses, sont
décrites comme multipotentes, c’est a dire capables de se différencier en différents types
cellulaires. Cette transdifférenciation in vitro peut donner des cellules mésodermiques
(adipocytes, chondrocytes, OB) mais aussi endodermiques (cellules musculaires et
pulmonaires) et ectodermiques (cellules épithéliales et neuronales). Caplan considére les MSC
comme des cellules souches car elles ont, en plus de leur capacité de différenciation, la
capacité de s’auto-renouveler'®l, La communauté internationale scientifique considére ces
cellules comme stromales (et non souches) car personne n’a réussi a prouver leur capacité

d’auto-renouvelement in vivo.

The International Society for Cellular Therapy propose en 2006 des critéres requis pour

définir une cellule comme MSC62 :

- Leur adhérence au plastique,

- Un phénotype particulier avec I'expression a leur surface d’antigenes spécifiques
comme CD105, CD73 et CD90. La non-expression de marqueurs hématopoiétiques tels
que CD45, CD34, CD14 (ou CD11b), CD79 (ou CD19) et le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (HLA-DR),

- Leur capacité a se différencier in vitro en OB, adipocytes et chondrocytes.

161

Décrites au départ comme originaires de la moelle osseuse*®, elles ont été retrouvées

depuis plusieurs années dans les différents organes ou elles ont été recherchées. Elles

163 164

proviennent de tissus adultes comme le tissu adipeux°° et le sang périphérique°** mais aussi
de tissus néonataux comme le sang du cordon ombilical, la membrane amniotique ou encore
le placental®>1%, Dans le cadre de notre étude nous nous sommes intéressés aux MSC de la
moelle osseuse, c’est pour cela que seule leur fonction dans la moelle osseuse sera détaillée

dans ce manuscrit.
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Outre leur capacité de régénération tissulaire par différenciation en différents types
de tissus, leur role physiologique est double. D’une part, elles se différencient pour créer,
entre autres, des OB qui se positionnent autour des cellules hématopoiétiques et forment
ainsi une niche, ou du moins un cocon de protection autour des CSH, en les protégeant des
sighaux extérieurs de différenciation, d’activation et d’apoptose!®’. D’autre part, les MSC
maintiennent cette niche dans un état quiescent grace a leur activité antiproliférative. Pour
bloquer la prolifération des CSH, la MSC peut se différencier en fibroblaste ou chondrocyte et
sécréter des facteurs pour inhiber la prolifération des LT par exemple. De plus, les MSC ont
aussi la capacité de moduler les cellules de I'immunité. Elles peuvent agir sur différentes

cellules immunitaires telles que les LT, les NK, les LB, les monocytes, macrophages et les

DC168,169

b) Modulation de I'immunité

Les MSC jouent un double r6le dans I'inflammation. Selon le contexte elles peuvent
exercer des effets pro ou anti-inflammatoires de maniere indirecte via les cellules
immunitaires. En présence d’un environnement inflammatoire, par exemple avec un taux
élevé de TNFa et d’IFNy, les MSC adoptent un phénotype plus immunosuppressif via la
sécrétion de facteurs qui suppriment la prolifération des LT (IDO, PGE2, NO, TGFB, ... )1®° et
inhibent les NK et les neutrophiles. Dans un contexte non inflammatoire, avec de faibles
niveaux en IFNy et TNFa,, les MSC sécretent des facteurs (MIP1o, RANTES, CXCL9 et CXCL10)

visant a améliorer la réponse des LT et a recruter les lymphocytes sur le site touché!69170,

Elles ont aussi la capacité de polariser les macrophages vers un phénotype pro-tumoral
par la sécrétion de cytokines (IL-8, IL-6, LIF, ...)!”1. Par exemple dans le cancer ovarien, Le Naour
et al ont montré que les MSC associées au cancer sont capables de polariser des monocytes
sains vers un phénotype pro-tumoral via la sécrétion de cytokines (IL-8, IL-6, LIF, CXCL1/2,
CCL5, CXCL3, 5 et 6). Inversement, in vivo, lorsqu’ils bloquent le récepteur (CXCR 1/2) a ces
chimiokines, le phénotype des macrophages change pour devenir anti-tumoral*’2. D’autres
études, dont celle de Espagnolle et al, montrent que le contact direct entre macrophages anti-
inflammatoires et MSC induit un phénotype particulier des MSC, davantage

immunosuppresseurt’s,
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c) Les récepteurs Toll-like

Cette modulation du systeme immunitaire pourrait aussi étre due a I'expression de TLR
(Toll like receptor) par les MSC’4. La grande famille des TLR comprend 13 TLR qui sont des
glycoprotéines de membrane, reconnaissant des signaux de danger pour mobiliser les cellules
immunitaires adaptatives et innées'’>. Dans le cadre du MM, ils ont été longuement étudiés
guant a leur expression sur les PC malins. En effet, des études ont montré que les PC malins
de patients étaient capables d’exprimer certains TLR (TLR1 est exprimé pratiquement chez
100% des patients, TLR2 semble étre absent, TLR8 est exprimé par 50%, ...)!’¢. Chaque TLR est
stimulé par un ligand qui lui est propre et entraine des mécanismes spécifiques a chacun'”’.
Pour les MSC, TLR3 et TLR4 sont clairement décrits comme impliqués dans leur pouvoir
immunomodulateur!’®, TLR3 lie des virus et stimule la production d’IFN et d’IL12p70. TLR4 se
lie aux LPS (lipopolysaccharide) et stimule rapidement la prolifération et la survie des LT

CD4Y’.

Lu et al ont comparé des MSC provenant de tumeurs hématologiques (leucémie aigué
myéloide) et tumeurs solides (cancer du poumon) a des MSC provenant de moelle de
donneurs sains. Ils retrouvent une surexpression de TLR4 dans les MSC des différents cancers
et mettent en évidence un phénotype sécrétoire bien spécifique de ces MSC TLR4+ riche en
IL6, IL8 et MCP-1. Finalement, ces MSC TLR4+ auraient plutét un phénotype pro-tumoral de
par leurs cytokines pro-tumorales sécrétées mais aussi en inhibant la prolifération et la

fonction des NK7°.

Toutes ces études démontrent que les MSC sont des cellules modulables, sensibles aux
facteurs sécrétés et aux cellules du microenvironnement mais peuvent elles-mémes modifier

les cellules qui le composent.
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2. Thérapies utilisant les cellules stromales mésenchymateuses

Les MSC ont une capacité de régénération tissulaire, un pouvoir immunosuppressif et
sont utilisées en thérapie cellulaire et médecine régénérative. A I'heure actuelle, environ 700
essais cliniques sont recensés pour I'utilisation des MSC dans les maladies inflammatoires et

des lésions d’organes.

Dans les maladies orthopédiques, on les retrouve associées a des réparations de

181 'mais aussi dans

fractures osseuses'®, dans la reconstruction de I'os lors d’ostéonécroses
la réparation du cartilage et I'arthrose. 844 greffes de MSC autologues ont été réalisées dans
le traitement d’arthrose. Ces études réalisées a partir de MSC de patients mises en culture
puis réinjectées au patient montrent leur efficacité, mais surtout une bonne tolérance avec
peu d’effets indésirables et dans certains cas une efficacité'®2. Dans une étude réalisée en
Espagne, 15 patients atteints d’arthrose du genou ont regu une injection allogénique intra-
articulaire de 40 millions de MSC lors d’une étude clinique de phase I/1l (NCT01586312). Cette
intervention a permis d’éviter la chirurgie, une diminution de la douleur et d’augmenter
significativement la qualité du cartilage!®. Dans I'étude de phase | (NCT01585857), ADIPOA,
menée en France entre 2012 et 2014, 18 patients atteint d’arthrose ont regu des doses
croissantes de MSC en une injection intra articulaires (allant de 2.10° cellules a 50.10° cellules).
6 mois apres l'injection les patients n’ont pas d’effets indésirables grave et méme avec les
doses les plus faibles, on observe une baisse de la douleur®®*, Ce traitement efficace et
innovateur est actuellement en cours de phase Il en comparaison a un placébo. Leur effet
serait di non seulement a leur capacité de régénération du cartilage mais aussi a leur
propriétés immun-modulatrices. En effet une augmentation des LT régulateurs et une
diminution des monocytes ont été mis en évidence dans les 3 mois suivant I'injection de MSC

dans cette étude ADIPOA®®>,

Dans les thérapies cardiovasculaires, les MSC pourraient jouer un réle dans la
reconstruction des cellules cardiaques de par les facteurs qu’elles sécretent. L'injection
intracardiaque de MSC chez 30 patients atteints d’ischémie myocardique a permis, dans
I’étude POSEIDON, d’améliorer les conditions de vie des patients en améliorant le remodelage
ventriculaire!®. De la méme facon I'essai clinique de phase | MESAMI (NCT01076920) a été
réalisée chez des patients atteints d’ischémies myocardiques. Ces 10 patients ont regu

61,5.10° MSC en moyenne par une injection intraventriculaire autour du ventricule
y
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défectueux. Dans les 12 mois qui ont suivis 'opération les patients ont une amélioration de la
fraction d’éjection ventriculaire gauche et du volume ventriculaire gauche télésystolique®®’.
Suite au succes de cette étude, un essai de phase Il est en cours pour comparer I'utilisation

des MSC dans cette pathologie face a un placebo, MESAMI 2 (NCT02462330).

Les MSC sont aussi en cours d’étude dans la réparation tissulaire lors des brulures ou
des plaies. Ces cellules ont la capacité d’impacter I'inflammation, de favoriser une ré-
épithélialisation, la régénération des tissus, la vascularisation et le remodelage de la matrice
extracellulaire. Elles vont donc par ces mécanismes pouvoir contribuer a la régénération des

188 | es limites de cette utilisation sont dues au nombre

tissus cicatriciels et des plaies
important de cellules a injecter, a I'origine des cellules (la cellule autologue évite le rejet), aux

facteurs de croissance ainsi qu’au support physique biocompatible et adapté a la plaie®®°.

Les MSC ont un intérét dans la sclérose en plaque, les Iésions de la moelle épiniere, les
accidents vasculaires cérébraux et les maladies neurodégénératives comme la maladie de
Parkinson. Dans cette pathologie, une étude a été réalisée sur 12 patients qui ont recu une
transplantation de MSC bilatérale dans la zone subventriculaire cérébrale (2 millions de
cellules par kilo). Les 8 patients pris en charge au début de leur pathologie ont vu des
améliorations plus importantes (au niveau des signes cliniques) que les patients pris en charge

plus tardivement, ainsi que I'arrét de progression de leur maladie®®°,

Actuellement, les recherches se tournent wvers leurs caractéristiques
immunosuppressives dans les rejets de greffes. De nombreuses études ont décrit I'impact de
I"utilisation des MSC dans les maladies auto-immunes (comme la polyarthrite rhumatoide, le
lupus érythémateux disséminé et la maladie de Crohn) mais aussi dans la maladie du greffon
contre I’h6te (GvHD). Dans un essai réalisé en 2009, 32 patients ont recu 2 ou 8 millions de
MSC/kg pour traiter le rejet de greffon contre I'héte: 94% des patients ont répondu

positivement au traitement sans différence significative entre les 2 doses de MSC injectées®®.

Le potentiel thérapeutique des MSC s’est considérablement amélioré depuis leur
découverte dans les années 70 et de nombreux essais thérapeutiques ont vu le jour, et ce
grace a leurs propriétés multipotentes, régénératrices et immunosuppressives. Cependant,

leur utilisation dans le cancer reste en cours d’évaluation.
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3. Cellules stromales mésenchymateuses et cancer

Les MSC sont des cellules dites plastiques, elles ont la capacité de moduler leurs
fonctions selon le type de tissu ou elles se trouvent et selon I’environnement dans lequel elles
sont. Elles sont présentes dans de nombreux tissus et sont connues pour migrer activement
vers les sites de |ésions tissulaires pour participer a leur réparation. Le cancer est considéré
comme une « plaie qui ne guérit jamais » et nécessite donc un recrutement permanent de
MSC. Lorsque la MSC se trouve au niveau du site tumoral, un dialogue bidirectionnel s’installe
et conduit a un changement de phénotype de la MSC vers un phénotype pro-tumoral, on parle
alors de CA-MSC pour MSC associée au cancer (ou encore TA-MSC pour MSC associée a la

tumeur).

a) Cellules stromales mésenchymateuses dans le cancer

Depuis ces dernieres années, plusieurs études se sont intéressées au role

physiologique des MSC dans la carcinogenese.

(1) Recrutement des cellules stromales mésenchymateuses

par la tumeur

Lorsque la tumeur s’installe dans un tissu (solide ou hématologique), elle recrute des
cellules du microenvironnement dont les MSC. Shannon et al ont injecté des MSC murines
(exprimant la luciférase) a des souris porteuses de cancer du sein. lls ont mis en culture des
MSC provenant de moelle osseuse (tibias) de souris Balb/C et C57BI/6, qu’ils ont ensuite
transduit avec un adénovirus recombinant exprimant ffLuc. Par la suite, la lignée murine de
cancer du sien (4T1) est injectée en sous cutanée, puis 10 jours plus tard, les MSC ffLUC sont
injectées en intra veineuses dans la queue. Ils retrouvent apres 12 jours une co-localisation de
MSC luc+ avec les cellules tumorales!®2. Guangwen et al ont reconstitué une moelle de souris
irradiée a partir d’une injection intra-osseuse de MSC provenant de souris transgéniques ou
toutes les cellules expriment une protéine fluorescente verte (GFP). Suite a I'injection de
cellules d’une lignée de lymphome (EL4), ils observent un recrutement important de MSC
GFP+ (provenant de la moelle osseuse) au niveau du site tumoral®®3. Les MSC se retrouvent
guidées par la tumeur grace aux facteurs sécrétés par cette derniere. En effet, il est
maintenant établi depuis de nombreuses années que la tumeur sécrete des chimiokines et

des facteurs de croissance pour recruter les cellules et créer son propre environnement. La
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sécrétion de CCL2, CCL5, CXCL12 et CXCL16, mais aussi des facteurs de croissance comme
I'IGF1, le FGF-2, le VEGF, le PDGF (Platelet-derived growth factor), TGFB% par la tumeur
permet le recrutement des MSC. Les différents facteurs responsables du chimiotactisme des

MSC dépendent du type de cancer et de la composition du microenvironnement tumoral.

(2) Communication Bidirectionnelle pour créer des cellules

stromales mésenchymateuses associées au cancer

Au niveau du site tumoral, une communication s’établit entre les MSC et la tumeur
permettant ainsi sa croissance, sa survie et la migration de cellules métastatiques par la suite
vers d’autres organes. Une fois la MSC modifiée par la tumeur, on parle de CA-MSC pour MSC

associées au cancer.

Mandel et al montrent que la co-injection de MSC avec des cellules de cancer ovarien
dans des souris immunodéficientes entraine une augmentation de la croissance tumorale 10

fois plus importante et améliore leur capacité métastatique!®.

Dans les cancers ovariens, Castells et al montrent queles CA-MSC favorisent
I’'angiogenése permettant ainsi d’accélérer la croissance tumorale via notamment la sécrétion
de cytokines pro-angiogéniques, IL-6, IL-8 et VEGF, par les cellules tumorales mais aussi par
les macrophages!’*. Une revue de Kristin A et Charis Eng explique que les MSC sécrétent des
protéines morphogéniques osseuses importantes pour la différenciation des cellules souches

hématopoiétiques et pour la prolifération des cellules tumorales*®®.

Dans la plupart des cancers, on retrouve une inflammation importante au niveau du
site tumoral organisée pour contrer la tumeur. Cette derniere recrute des MSC pour réduire
I'immunostimulation présente, notamment dans les cancers solides. Les CA-MSC sont
capables de sécréter des facteurs qui vont polariser et modifier d’autres cellules présentes
dans le microenvironnement, comme par exemple les macrophages. Dans un modeéle murin
de lymphome, les CA-MSC présentes au niveau du site tumoral expriment un niveau important
de cytokines telle que I'IL-5, IL-6, CXCL1, CCL2, CCL7, CCL12 et VEGF. CCL2, CCL7 et CCL12 sont
des chimiokines ligands de CCR2 exprimées a la surface des monocytes et des macrophages
pro-tumoraux. Les MSC, via ces cytokines, chimio-attirent les monocytes et macrophages au

niveau de la tumeur?®3.
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Le microenvironnement tumoral peut aussi contribuer a la progression tumorale et a
la chimiorésistance grace a la formation de nanotubes. lls permettent la connexion
intercellulaire entre les cellules tumorale et les cellules du microenvironnement dont les MSC.
lIs vont ainsi permettre la communication cellulaire via le transfert de différentes molécules
comme les ions, les organelles ou encore des mitochondries. Cette communication favorise
les échanges entre les cellules tumorales et les MSC permettant ainsi de favoriser la

chimiorésistance!®’.

En résumé, un dialogue bidirectionnel s’installe entre la tumeur et les MSC via un
contact direct cellule-cellule ou via la sécrétion de cytokines, d’autres facteurs de croissance,
la création de nanotubes ou encore d’exosomes. Cette interaction permet principalement de
promouvoir la croissance tumorale via I'angiogenéese, I'immunosuppression mais surtout

grace au dialogue avec les autres cellules du microenvironnement.
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b) Le phénotype des cellules stromales mésenchymateuses dans le

Myélome Multiple

Dans le cadre du MM, on retrouve un phénotype particulier de ces MSC qui a été décrit
comme différent des MSC de donneurs sains et pourrait jouer un réle dans le développement

de la tumeur?!1198-200,

(1) Origine et phénotype des cellules stromales

mésenchymateuses associées au Myélome Multiple

L'origine des MSC associées au Myélome (MM-MSC) n’est pas encore totalement
établie. Les MSC étant des cellules tres plastiques, elles pourraient soit devenir pro-tumorales
suite a une éducation par les cellules tumorales et/ou le microenvironnement tumoral, soit

étre déja pro-tumorales au départ et favoriser I'installation des PC malins.

Dans les premieres études qui établissent le lien entre MSC et MM, Gunn et al
montrent que des MSC saines produisent différentes cytokines dont I'IL6. Il est donc possible
que I'environnement des MSC au départ soit propice au développement du PC malin. Lorsque
des lignées de MM sont mises en présence de sécrétomes de MSC saines, les cellules
tumorales expriment fortement DKK1 qui inhibe la différenciation des MSC en OB?°%, En 2014,
Garcia-Gomez A et al ont analysé le profil transcriptomique des MSC provenant de moelle
osseuse (malades ou saines) en présence ou en absence d’une lignée plasmocytaire (MM1S).
2583 genes sont retrouvés différentiellement exprimés entre des MSC en co-culture avec
cette lignée et des MSC en monoculture, qu’elles proviennent de patients atteints de MM ou
de donneurs sains. Dans cette liste de genes, on retrouve principalement des genes
surexprimés par la co-culture comme par exemple des chimiokines (CXCL1, CXCL5 et CXCL6).
Ces chimiokines sont impliquées dans la prolifération des PC malins et la promotion de
I’'angiogeneése. D’autres génes impliqués dans la prolifération des PC malins (CCL2, CCL3, CD44,
EXT1, FN1, HAS2, HGF, IL1b, IL6, IL8, IL16), dans I'activation des OC (CCL2, 3, 4, 20, CHSY1, IL1b,
IL6, IL32, LIF) et dans I'inhibition des OB (CCL3, EREG) sont retrouvés surexprimés par les MSC
en présence de MM152%2, Cette étude nous montre que les PC malins modifient les MSC pour

promouvoir leur croissance tumorale au sein de la moelle.
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(2) Différence entre cellules stromales mésenchymateuses

de Myélome et de donneurs sains

Comprendre les mécanismes qui permettent d’expliquer la transformation
phénotipique d’une MSC saine vers une MM BM-MSC et les modifications de sécrétomes
associées permettraient de mieux comprendre et cibler les MSC dans le MM. Pour cela,
plusieurs études ont analysé les différences qui existent entre des HD BM-MSC et des MM

BM-MSC.

En 2001, Wallace R est le premier a montrer une différence entre des MSC de MM et
des MSC de donneurs sains : il parle alors de cellules progénitrices mésenchymales. Il analyse
les cytokines sécrétées par des MSC de patients au diagnostic de la maladie. Il note que les

MM BM-MSC expriment plus de cytokines IL1p et TNFa que les HD BM-MSC98,

En 2007, un profil d’expression génique a permis de comparer le transcriptome de MSC
saines a celui de MSC isolées de moelle de patients. Corre et al ont mis en évidence 145 genes
différentiellement exprimés entre MM BM-MSC et HD BM-MSC dont 94 sont retrouvés
surexprimés par les MM BM-MSC. On retrouve une surexpression des facteurs de croissance
déja décrits comme impliqués dans le MM (IL1J, IL-6 et DDK1) mais aussi des nouveaux
facteurs de croissance comme GDF15 qui augmentent la survie et la chimiorésistance des PC

malins (de lignées et de patients)'!12%3,

D’autres différences sont rapportées, notamment une augmentation de I'expression
de génes associés a la sénescence (senescence-associated [-galactosidase), une
augmentation de la capacité a supporter la croissance hématopoiétique (CD34+)%%* et une

capacité immunosuppressive modifié¢e?%,

Toutes ces études nous prouvent que les MSC de MM sont fonctionnellement

différentes des MSC saines probablement dans |'optique de favoriser la croissance tumorale.
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c) Effet des cellules stromales mésenchymateuses dans le Myélome
(1) Expression de cytokines

Les MM BM-MSC sont capables de promouvoir la croissance tumorale via différents
mécanismes. Le premier est la sécrétion de facteurs de croissance et de chimiokines comme
I'IL-10, TNFa, HGF (Hepatocyte derived factor)?°® ou encore GDF152%3 et I'lL-62°1. En 2009,
McNee a identifié un transcrit régulé positivement chez les MM BM-MSC, PADI2, qui induit

directement une augmentation de I’expression d’IL6 par les MM BM-MSC2%7,

Dans la physiopathologie du MM, on retrouve une balance OB/OC dérégulée vers une
augmentation en OC qui induit des lésions osseuses. Comme décrit précédemment, les MM
BM-MSC perdent cette capacité a se différencier en OB11200 et sécrétent des cytokines qui

favorisent le développement des OC comme IL1, IL6, IL17, CCL3, CCL4, SDF-1, TNFaq,...
(2) Effet sur 'apoptose

En 2010, Wang a montré que le contact direct de MSC avec des lignées de MM entraine
une surexpression de la survivine impliquée dans I'inhibition de la mort par apoptose des PC
malins?%®, Ces résultats indiquent donc que les MSC peuvent supporter la croissance tumorale

en inhibant la mort des PC malins médiée par la survivine.
(3) Communication avec les plasmocytes malins

Le dialogue entre MSC et PC malin peut se faire de différentes fagons, soit par contact
direct, soit de maniere indirecte par la sécrétion de cytokines ou encore par I'intermédiaire
d’exosomes. Ces exosomes correspondent a de petites vésicules (de quelques nanométres)
qui sont produites par différents types de cellules et relachées dans le milieu extracellulaire.
Dans le cadre du MM, Roccaro et al montrent que des exosomes dérivés de MSC issues de
patients favorisent la prolifération de lignées plasmocytaires alors que celles provenant de

MSC saines réduisent cette prolifération®.
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(4) Expression des protéines de la matrice extracellulaire

Différentes études ont montré que les MM BM-MSC expriment plus de collagene IV,
fibronectine et VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) que les HD BM-MSC!!11%8 |es PC
malins et les MSC dialoguent par contact direct grace a des molécules de surface VCAM-1 pour
les MSC et I'intégrine a4P1 VLA-4 (very late antigen 4) pour les PC malins. Cette interaction
est importante pour leur développement, et est retrouvée associée a une ostéolyse
importante. Un anticorps bloquant anti-a4 a montré des résultats intéressants sur le modele

murin 5TGM de MM?2%0,
(5) Immunomodulation

Dans un contexte inflammatoire, c’est-a-dire en présence de LT activés provenant de
cellules mononuclées de sang périphérique (PBMC) de donneurs sains, les MM BM-MSC

perdent leur capacité d’immunosuppression?!!

. Li et al suggerent une diminution de la
capacité inhibitrice des MM BM-MSC. Les LT, en présence de MM BM-MSC, expriment des
marqueurs d’activation tels que CD29 et CD69 contrairement a ceux présents avec des HD
BM-MSC. De la méme facon, la mort des LT par apoptose est plus importante en présence des
HD BM-MSC. Leurs résultats suggerent aussi que ces LT provenant de patients atteints de MM
peuvent interagir avec des MSC saines et induire une diminution de leurs facteurs de
différenciation ostéoblastique (phosphatase alcaline, RunX2 et ostéocalcine) 2!1. Giallongo et
al s’'intéressent a I'effet immunosuppresseur sur un autre type de cellules, les cellules
myéloides suppressives granulocytaires (G-MDSC). Ils ont mis en co-culture des MSC saines ou
des MSC provenant de patients atteints de MM avec des PBMC. lls ont ensuite trié par des
billes magnétiques les G-MDSC qui ont été pré-éduqué par les MSC et mis en co-culture avec
des LT. Dans leur cas, seule les G-MDSC qui ont été éduquées avec des MM BM-MSC sont

capables de bloquer la prolifération des LT. L'effet immunosuppresseur pourrait provenir de

I’éducation des g-MDSC par les MM BM-MSC?%,
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L’étude des cellules stromales de la moelle osseuse reste peu développée d’un point
de vue translationnel et présente pourtant un enjeu important puisque de nouvelles cibles
thérapeutiques pourraient étre identifiées. C'est dans cette optique que ce travail sur les MSC
a été réalisé. L'objectif principal de I'étude était de comprendre le role des MSC dans la
rechute du patient. Pour répondre a cette problématique nous avons comparé le génotype et
le phénotype des MSC de donneurs sains et de patients atteints de MM a différents stades de
la maladie, afin d’identifier une implication potentielle des MSC dans le processus de la

rechute, quasiment inéluctable dans le MM.

Dans le cas ou une différence pouvait étre notée, I'objectif secondaire de cette étude
était d’identifier les voies de signalisation activées par les genes différentiellement exprimés
et d’évaluer leur influence dans la progression de la maladie (mécanistique et mise en

évidence d’une cible thérapeutique potentielle).

Ce manuscrit sera divisé en 2 parties: la premiere comprenant [’analyse
transcriptomique et I'étude fonctionnelle des MSC, la deuxieme concernant la découverte

d’une cible thérapeutique potentielle et de son étude dans un modele murin de Myélome.
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RESULTATS

Introduction des résultats

Comme décrit précédemment, les MSC semblent étre continuellement recrutées pour
devenir un compartiment a part du microenvironnement tumoral. Elles jouent un réle dans
I'initiation et la promotion des PC malins et influencent le microenvironnement tumoral. Leur
impact sur la rechute aprées traitement n’a jusqu’ici jamais été étudié. Pour répondre a cette
guestion, nous avons procédé ainsi : nous avons utilisé une bibliotheque d’échantillons de
moelle osseuse constituée a I'Unité de Génomique du Myélome, au sein de ['Institut
Universitaire du Cancer de Toulouse. Tous les patients inclus ont donné leur consentement
signé pour ces analyses conformément a la Déclaration d’Helsinki (référencé dans I’article

Lemaitre et al?!?).

Dans un premier temps, nous avons défini des critéres pour constituer une cohorte de
patients atteints de MM la plus homogéne et représentative possible. Dans ces critéres, on
retrouve un choix en terme d’age, de types de traitements regus et en termes de stade de la
maladie (au diagnostic, en rechute ou en rémission compléte). Dans un deuxiéme temps, les

162

MSC de ces patients ont mises en culture comme décrit dans la littérature®* et extraites 21

jours plus tard pour réaliser une étude transcriptomique.

Les 2 articles présentés en premiere et deuxieme partie dans ce manuscrit se sont
référés a cette méme analyse transcriptomique. Dans la premiere partie nous avons mis en
évidence des différences transcriptomiques et fonctionnelles entre MM et HD BM-MSC. Dans

la deuxieme partie nous avons découvert une cible thérapeutique potentielle, le TLR4
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A. Résumé et conclusion

Le Myélome est une hémopathie maligne caractérisée par une accumulation de PC
malins dans la moelle osseuse des patients. Cette pathologie est associée a des signes
cliniques spécifiques incluant I'accumulation d’immunoglobulines sécrétées par les PC malins
et une lyse osseuse causée par un déséquilibre entre la création et la destruction de I'os (par
les OB et les OC respectivement). Malgré toutes les thérapies utilisées a I’heure actuelle, les
patients rechutent toujours. Le microenvironnement semble jouer un réle important dans le
développement de cette pathologie et en particulier les MSC sont connues pour leur capacité
a promouvoir la croissance et induire une chimiorésistance de différents types de tumeurs
dont le MM. Elles peuvent agir aussi bien par contact direct avec les PC malins que par des
facteurs sécrétés mais aussi en modulant les autres cellules du microenvironnement. Toutes
les études réalisées sur des BM-MSC ont été réalisés sur des patients au diagnostic de la

maladie, aucune ne porte sur leur implication possible dans la rechute du patient.

Pour répondre a cette question, nous avons créé une cohorte comprenant des
échantillons de prélevements de moelle osseuse a différents temps de la maladie : 12 ont été
réalisés sur des patients au diagnostic (D BM-MSC) et 19 ont été réalisés sur de patients venant
en consultation aprés leur traitement pour le suivi de la pathologie (9 au moment de la rechute
(ER BM-MSC) et 10 sur des patients en rémission compléete (CR BM-MSC) au moment du
prélevement). Ces cellules ont été comparées a des cellules issues de 10 prélévements de
moelle osseuse de donneurs sains (HD BM-MSC). Nous avons isolé et mis en culture les MSC
provenant de ces moelles, pendant 21 jours. Les cellules ont alors été soit utilisées pour des
expériences ex vivo soit lysées pour en extraire ’ARNm (acide ribonucléique messager) afin
de réaliser une analyse transcriptomique. Notre premiere étape a été de comparer les MSC
de patients en rémission compléete a celles retrouvées au moment de la rechute. De facon
surprenante, au niveau transcriptomique, aucun gene n’a été retrouvé différentiellement
exprimé entre ER BM-MSC et CR BM-MSC lors de I'analyse non supervisée de ces 2 groupes. Il
semblerait donc que le profil transcriptomique des MSC ne reflete pas ou peu la masse
tumorale. Suite a ces résultats, nous avons voulu savoir si, apres le traitement des patients,
les MSC retrouvent un phénotype sain, pour cela nous avons comparé des HD BM-MSC a nos
3 groupes : D BM-MSC, ER BM-MSC et CR BM-MSC. Nous avons retrouvé, sur une seconde

analyse non supervisée, I'expression de 2747 genes différentiellement exprimés entre HD et
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MM BM-MSC dont 440 sont retrouvés significatifs (p-value ajustée <0,05). L’analyse en
composante principale nous indique par ailleurs, la présence de 3 groupes distincts : les HD
BM-MSC, les D BM-MSC et les MSC post traitement (ER + CR BM-MSC). Nous mettons en
évidence une modification des MSC qui perdure tout au long du traitement du MM
(diagnostic, rémission et rechute). Ces données suggerent un profil transcriptomique
spécifique au diagnostic de la maladie qui évolue apres le traitement mais ne revient pas vers
un phénotype sain. Les PC malins modifient donc le phénotype des MSC et cette modification,
reste ancrée méme apres un traitement intensif. Nous ne pouvons pas affirmer de fagon sure
gue cette variation épigénétique ait lieu avant ou aprés le développement des PC malins, a

savoir s’il est la cause ou la conséquence de la pathologie.

Nous avons donc réalisé par la suite une analyse GSEA (Gene set enrichment analysis)
sur la liste des genes retrouvés différentiellement exprimés entre HD et MM BM-MSC. Nous
avons pu mettre en lumiéere une régulation négative de I'expression des genes appartenant a
la voie de signalisation Wnt ainsi qu’une modification de I’activité suppressive des LT. La voie
Wnt étant impliquée dans la différenciation des MSC en OB, nous avons par la suite voulu

analyser in vitro cette capacité de différenciation des MSC sur les différents groupes.

Nous observons en effet que leur perte de capacité de différenciation en OB déja
présente au diagnostic, persiste méme apres le traitement intensif des patients. De plus, cette
perte de différenciation ostéoblastique semble orienter les MSC, suite au traitement, vers un
phénotype plus adipocytaire, empéchant ainsi le développement des OB. Ces données sont
en lien avec les données cliniques puisqu’en effet a long terme les lacunes osseuses persistent
et le patient rechute. En cherchant des facteurs phénotypiques des MSC pouvant prédire la
rechute des patients, nous n’avons pas mis en évidence une variation significative dans leur
multipotence entre les MSC issues du traitement intensif. Les données que nous mettons en

avant dans cette étude semblent en accord avec les données cliniques des patients.

De plus, I'analyse GSEA réalisée sur la comparaison HD vs MM BM-MSC, ayant montré
une régulation négative de I’expression de genes impliqués dans I'immunité, nous avons voulu
analyser la capacité immunomodulatrice des MSC des différents groupes. De maniere
surprenante, nous avons observé une perte des capacités immunosuppressives des CR BM-
MSC alors que les ER BM-MSC ont la possibilité de limiter la prolifération des LT CD8 de fagon

plus importante. Ces résultats suggerent une perte de I'immunosuppression suite au

77



traitement et donc un contréle par le systeme immunitaire de la maladie, qui a la rechute se
retrouve supprimé, entre autres par les MSC. La voie de recherche la plus prometteuse
concernant les MSC pour la mise en place de nouvelles thérapies concernerait donc I'étude

de leur capacité immunomodaulatrice et son controle.

B. Article 1: publié en premier auteur
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Abstract: Introduction. Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasm characterized by clonal
expansion of malignant plasma cells (MM cells) in the bone-marrow (BM) compartment. BM
mesenchymal stromal cells (MSC) from newly diagnosed MM patients were shown to be involved in
MM pathogenesis and chemoresistance. The patients displayed a distinct transcriptome and were
functionally different from healthy donors” (HD) MSC. Our aim was to determine whether MM-MSC
also contributed to relapse. Methods. We obtained and characterized patients” MSC samples at
diagnosis, two years after intensive treatment, without relapse and at relapse. Results. Transcriptomic
analysis revealed differences in gene expression between HD and MM-MSC, whatever the stage of
the disease. An easier differentiation towards adipogenesis at the expense of osteoblatogeneis was
observed, even in patients displaying a complete response to treatment. Although their transcriptome
was similar, we found that MSC from relapsed patients had an increased immunosuppressive ability,
compared to those from patients in remission. Conclusion. We demonstrated that imprinting of MSC
transcriptome demonstrated at diagnosis of MM, persisted even after the apparent disappearance of
MM cells induced by treatment, suggesting the maintenance of a local context favorable to relapse.

Keywords: multiple myeloma; mesenchymal stromal cells; transcriptome; imprinting;
adipogenesis; immunogenicity

1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy characterized by the abnormal expansion
of clonal plasma cells [1]. Despite a huge improvement in survival in the last two decades, most MM
patients relapse after a period of remission that is extremely variable from one patient to another. While
this relapse is probably due to the selection of chemoresistant-MM cell clones [2,3], some authors have
posited the influence of the microenvironment on the recurrence of MM [4,5].

MM develops in the bone marrow, which also contains mesenchymal stromal cells (MSC) that
are non-hematopoietic multipotent progenitor cells. MSC are implicated in the pathogenesis of
many solid cancers and hematological malignancies, including MM [6]. In MM, they are involved
in the growth of malignant cells [7], the acquisition of chemoresistance [8,9], and in the abolition of
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the anti-tumor immune response [9]. They are involved in the different steps of tumor progression, in
several ways [10]. They directly induce MM cell expansion through the huge amount of cytokines
that they produce [6] and via the secreted exosomes [11]. They can dialogue directly with MM cells
through close contact [7,12] and membrane exchange, inducing chemoresistance acquisition [13]. They
also play a role in the recruitment of other microenvironment cells involved in tumor cell growth,
chemoresistance acquisition, and depletion of the immune responses [14-16]

Our own studies and that of other authors have shown that MSC from patients with
newly diagnosed MM are abnormal [11,17], as they acquire pro-tumor potentialities. For
example, transcriptomic analysis showed that MSC from newly diagnosed MM patients expressed
abnormally high levels of GDF15 and IL-6 [11], two cytokines implicated in MM cell growth and
chemoresistance [18,19]. To determine whether MM BM-MSC also play a role in MM relapse, we
analyzed the phenotype and transcriptome of MM BM-MSC throughout the different stages of the MM
disease history—at diagnosis, during remission after intensive treatment, and at relapse. MSC are
self-renewing and multipotent progenitors and as such present an asymmetric division with one
cell retaining its strain character and one differentiating cell. Our aim was to determine whether
the phenotypic modifications of MSC induced by the appearance of MM cells in the BM occur in
the progenitor cells or the differentiated cells. In the first case, the acquisition of the MSC-associated
cancer character would be perennial, whereas in the second, the cells would be expected to return to
their original phenotype, when the patient is in remission with a complete response. Our second goal
was to determine which MSC abnormalities could potentially be involved in MM relapse.

2. Results

2.1. Patients’ Samples

We performed this study by isolating MSC from newly diagnosed MM patients (D BM-MSC)
(group 1, D BM-MSC, n = 12) or from patients treated for newly diagnosed MM, through first-line,
high-dose melphalan with autologous stem cell transplantation (post treatment BM-MSC) (n = 19).
Table 1 summarizes the patients’ characteristics. There were 8 men and 4 women in the diagnosis
group, the median age at diagnosis was 51 +/— 6 years, and there were 6 men and 13 women in
the post-treatment group and the median age at diagnosis was 59 +/— 5 years. MSC were isolated either
at early relapse (ER BM-MSC) (group 2, n = 9) or in complete remission (CR BM-MSC) (group 3, n = 10).
The bone marrow aspirations for the treated patients were performed 9 to 24 months post-transplant,
with a median of 16 +/— 4 months for the ER BM-MSC group, 5 to 24 months for the post-transplant
group, and 15 +/— 6 months for the CR BM-MSC group. Since January 1 2020, the patients in group 3
were still in complete remission, according to the consensus recommendations of the International
Myeloma Working Group [20], between 4 and 6 years post-treatment, except for two patients who
relapsed more than two years after the analysis (indicated with a star in Table 1). We used MSC from
the healthy donors (HD BM-MSC) (group 4, n = 10) as the control cells.

Table 1. Patient characteristics.

MSC Samples
;:ze;: . Male/Female Age (Years) Treatment O(I;\t{a‘i)r;::sat
Post-Transplant)
ER1 M 64 4?5425%3 * 14
Some oM s VDD
ER3 F 65 4‘2?%@;%3 * 23
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Table 1. Cont.

MSC Samples
ﬁiz?:r Male/Female Age (Years) Treatment O(l;\:la;::l(llsat
Post-Transplant)

e M 42 4\,/Asz[é/IT{/zDVI\{!f:)}l * 18

- ) % ASCHUnknown® 24

ER6 F 50 4\;"[5'%/%? VI\TAS + "

ER7 F 61 4\;TS%/1T{/2D vl\'?g + 12

F oo B

ER9 F 64 4\2'8%/?/)1() %Bl + o

CR1* M 54 :;’g})/{ljgn 1\;13;5 "

CR2 F 65 4VTD/Unknown 22

w e ERRML

Complete CR4 F 52 4\2[5’[2:/%)(]) Vl\-;l-g + ]
Re t':‘,:\s: i:f“ CR5* F 65 i‘é@%ﬂﬁ 24
analysis CR6 M 67 Z\éCTlT)mi : ”
-
- © Nl @

CR10 M 56 i\;c”['%/{-]{r]\)kr}\éi : o4

! Velcade Thalidomide Dexamethasone, > High-Dose Melphalan + Autologous Stem Cell Transplantation, > Unknown
Number of cycles, * Patients relapsing 2 years post sampling. Healthy donors (6 males and 4 females) were from 20
to 34 years old. Patients at diagnosis (8 males and 4 females) were from 37 to 59 years old.

Freshly collected MSC were selected by their plastic adherence and maintained in standard
culture conditions, as described in the Material and Methods. Their identity was verified by flow
cytometry analysis (Figure S1). HD and MM BM-MSC (including ER, CR, and D BM-MSC) displayed
similar morphology with irregular shape and evidence of branching (data not shown). There were no
significant differences in the percent expression of the MSC defining markers, between the HD and
the MM BM-MSC, whatever the disease stage (Figure S1).

2.2. Transcriptomic Profile

To assess differences in gene expression between MSC isolated from the patients at early relapse (ER
BM-MSC) or in complete remission (CR BM-MSC), an unbiased transcriptomic analysis was performed
from the samples analyzed at passage 1 in culture. A heat map was generated, showing the raw-scaled
log fragments per kilobase of exon model per million reads mapped (FPKM) +1 expression values.
This process readily grouped the samples by type (ER vs. CR BM-MSC, Figure 1A). No gene was
significantly differentially expressed between the two groups (p < 0.05). Whether the patient was in
complete remission or at an early relapse stage had little impact on the MSC transcriptome.
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Figure 1
A
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Figure 1. Transcriptional profile of ER and CR BM-MSC and clustering differences between HD and
MM BM-MSC. (A) Unsupervised gene expression analysis of ER BM-MSC (1 = 9) and CR BM-MSC
(n = 10), representing a heatmap, with underexpression of green and overexpression of pink. No
differences were observed between ER BM-MSC and CR BM-MSC, after the MM treatment. (B)
Heatmap of 231 (108 upregulated in pink and 123 downregulated in green) differentially expressed
genes in the MM BM-MSC (ER, CR and D BM-MSC) versus the HD BM-MSC. Expression data were
filtered by the adjusted p-value < 0.05 and 2 < FC < 0.5. (C) Two-dimensional principal component
analysis (PCA) of all MSC subtypes with representation of dimensions 1 and 3. There are three clusters
based on the differences in their transcriptomic profiles. Expression data were filtered by the adjusted
p-value < 0.05and 2 < FC < 0.5.
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Then, we compared the transcriptomic profile of MSC isolated from patients who had received their
treatment (patients at ER or CR) to the transcriptomic profile of MSC from newly diagnosed patients
or healthy donors. The objective was to determine whether MSC from the treated patients displayed
a “normalized” transcriptome (i.e., similar or close to HD BM-MSC) or whether it was identical to
the transcriptome of D BM-MSC. Figure 1B shows that two groups could be distinguished—HD
BM-MSC and MM BM-MSC (including ER, CR and D BM-MSC), whatever the disease stage. D
BM-MSC and MSC from the treated patients displayed a similar transcriptome and strongly differed
from that of the HD BM-MSC. A total of 2747 genes were differentially expressed between HD
BM-MSC and MM BM-MSC, at all stages, of which 440 had an adjusted p-value < 0.05 (lists of up- and
downregulated genes can be provided upon request). Principal component analysis (PCA) confirmed
the heatmap results 40.92% genes explained the differences between MM BM-MSC and HD BM-MSC
and 7.06% explained the differences between D BM-MSC and the other three groups (Figure 1C). This
suggests that the imprinting of the MSC transcriptome induced by MM cells persisted after intensive
treatment, even for patients in complete remission.

We performed volcanoplots in order to represent genes that are differentially expressed in
the four groups (Figure 2A, Figure 3A and Figure S2A). Three groups could be distinguished based on
the expression of 57% of the analyzed genes. The transcriptome of the treated patients’ MSC could
be distinguished from that of D BM-MSC, since 1121 genes were differentially expressed between
the two groups, with an adjusted p-value < 0.05 and 2 < Fold Change (FC) < 0.5. The transcriptome of
the treated patients” MSC was slightly different from that of D BM-MSC and was very different from
that of HD BM-MSC. Therefore, there was no reversion of the MM BM-MSC phenotype after intensive
treatment, even when the patients were in complete remission. In addition, intensive treatment induced
an additional variation in the transcriptome of MM BM-MSC.
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Figure 2
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Figure 2. Wnt pathways involved in the difference between MM BM-MSC and HD BM-MSC. Volcano
plot of differentially expressed genes in MM vs. HD BM-MSC with the impact of genes on osteogenesis
and the Wnt pathway (A). Representative Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the MM vs. HD
BM-MSC list of expressed genes with the pathway of Gene Set 256 (GO Wnt signaling pathway). Wnt
signaling pathway was downregulated by MM vs. HD BM-MSC. The corresponding heatmap of
the represented genes is also shown (B).
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Figure 3. Immunity pathways involved in the difference between MM BM-MSC and HD BM-MSC.
Volcano plot of the differentially expressed genes from MM vs. HD BM-MSC, with the impact of
genes from the immunity pathway. (A) Representative GSEA of MM vs. the HD BM-MSC list of
the expressed genes with the pathway of Gene Set 304 (GSE15659 non-suppressive T cell vs. activated
T reg). Inmunity pathway is downregulated by MM vs. HD BM-MSC. The corresponding heatmap of
the represented genes is also shown (B).
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2.3. Signaling Pathways Activated in Patients with a History of Multiple Myeloma

Since MSC are known to be involved in the pathogenesis of MM [10,11] and because even
patients achieving CR have a high probability of relapse, we focused on the common genes that were
differentially expressed between the HD and MM patients, whatever the disease stage. One hundred
seventy-four genes were differentially expressed between the HD BM-MSC and MM BM-MSC, and
were common between the D BM-MSC, ER BM-MSC, and CR BM-MSC. Differentially expressed genes
between HD BM-MSC and MM BM-MSC were analyzed with the Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA). This predicted dysregulation of four canonical pathways in the MM BM-MSC as compared to
the HD BM-MSC. These included (1) the osteoblastogenesis pathway—reduced expression of RUNX2,
PDGFRL, WNT2B, and overexpression of DDK1 (Figure 2A); (2) the Wnt pathway—reduced expression
of WNT2B, WNT5A, WNT5B, SOX4, CD24, FZD3, RSPQ1, TCF7L2, and GPC4 and overexpression
of DKK1, ROR1, PCDH10, EDN1, CDH6, and CCND1 (Figure 2A,B); (3) the extracellular matrix
organization (integrins)-encoded genes with a reduced expression of ITGA11 and COL12A1 and
overexpression of ITGA2 and NTN4; and (4) the coagulation pathway with an increased expression of
DPP4,IRGA2, CFH, F2RL, PLAT, SERPINB2, and TFPI (Figure S2A,B). We also evidenced dysregulation
of several genes involved in the non-suppressive_T cell_versus_activated_T reg signaling pathway
(Figure 3A), with a reduced expression of ALX1, GFRA1, CXCL16, GPC4, GSTM4, and INHBE and
overexpression of BDNF and DOKS5 in the MM BM-MSC compared with HD BM-MSC (Figure 3A,B).

2.4. Functional Characterization of MM-MSC

MSC are known to promote the survival and even the growth of malignant plasma cells. We,
therefore, compared the pro-survival activity of patient-derived MSC at different disease stages (D, ER,
and CR BM-MSC) by performing co-culture experiments. No difference in pro-survival activity was
observed between MSC groups.

Here, we have shown that the onset of the pathology induces a change in the MSC transcriptome
that persists even after the curative treatment. However, MSC after treatment had a slightly different
transcriptome than D BM-MSC. We aimed to determine whether this slight difference was towards
normalization of the MSC phenotype or whether the treatment turned MSC into an even more
pro-tumoral phenotype.

Since the osteoblast differentiation pathway and the Wnt pathway seemed to alternate (Figure 2A,B)
and because many authors have reported the impaired osteoblastic potential of D BM-MSC [21-24], we
compared the potential for adipocyte and osteoblast differentiation of MSC in the groups of patients,
using RT-PCR analysis of specific gene expression, as described in the Materials and Methods section.
Prior to this analysis, we used colorimetric tests to verify that post-treatment BM-MSC (ER and CR
BM-MSC) were able to differentiate into adipocytes and osteoblasts [21]. Both post-treatment and HD
BM-MSC differentiated into adipocytes (Figure 4A) and osteoblasts (Figure 4B,C), after 21 days of
culture with the differentiation media. Post-treatment BM-MSC exhibited a significant increase in lipid
accumulation between D0 and D21 of adipocyte differentiation (Figure 4A) and seemed to differentiate
more likely into adipocytes than HD BM-MSC. On the other hand, the capacity for osteoblastic
differentiation was impaired in post-treatment BM-MSC, including MSC from patients in complete
remission (Figure 4B). Hence, post-treatment BM-MSC differentiated preferentially into adipocytes
rather than osteoblasts, whatever the disease stage, thus, confirming the transcriptomic profile. To
confirm this observation, we analyzed the expression of several genes involved in the multipotency of
the MSC. Post-treatment BM-MSC overexpressed the genes implicated in adipocyte differentiation
(PPARY and adiponectin) (Figure 4D), while the expression of osterix, alkaline phosphatase, and
Runx?2 (involved in osteoblast differentiation) were down-regulated (Figure 4E). Of note, the increase
in the expression of genes involved in adipogenesis was three-fold higher in post-treatment BM-MSC
than in HD BM-MSC.
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Figure 4. Colorimetric tests in adipocyte or osteoblast differentiation medium (A—C) or for 14 days before

RT-gPCR analysis. (D,E) Colorimetric test was performed with Nile red for adipocyte (A) (magnification

X5) and alizarin red for osteoblast (B,C). Alizarin Red Staining quantification using the assay. Data are
expressed as the mean +/— SEM (HD BM-MSC n = 10; D BM-MSC n =9, post treatment BM-MSC n =
17) with the error bars representing the standard deviations (C). RT-PCR of PPARgamma (PPARy) and
adiponectin were up regulated after adipocyte differentiation of post-treatment BM-MSC, compared to
HD BM-MSC (D); and Osterix, Runx2, and Alkaline phosphatase were down regulated after osteoblast
differentiation of post-treatment BM-MSC compared to HD BM-MSC (E). Data are mean + SEM of

the relative expression from seven independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Figure 5. Modulation of immunity. Heatmap representation of PTGS2 FC, between HD, D, ER, CR
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BM-MSC, or a combination of all MM (D, ER, and CR) BM-MSC, from red for upregulation to blue
for downregulation. Groups on the left were compared to the bottom ones (A). Inhibitory effect of
MSC from HD and MM BM-MSC on PBMC proliferation. Effect of MSC on cytotoxic CD8 T-cell
proliferation. HD BM-MSC (n = 4), D BM-MSC (1 = 2), CR BM-MSC (1 = 6), and ER BM-MSC (n =
3) were cultured in the presence of increasing number of cell trace violet (CTV)-labeled PBMC for 5
days at the concentration of 1/5 or 1/10 MSC/PBMC, respectively. Then, all cells were harvested and
analyzed by flow cytometry. Representative figure of different CD8 T-cell proliferation is shown with
CTV. Non-stimulated PBMC in red represent the control of non-proliferation and was CTV-positive.
1IMSC/5PBMC (green) and 1IMSC/10PBMC (pink) show the CD8 proliferation inversely correlated
with MSC quantity (B). Percentage of inhibition was calculated as follows: 100 — (percentage of CD8
T-cell proliferation with MSC/percentage of CD8 T-cell proliferation without MSC) x100. Significant
difference was observed between ER and CR BM-MSC. HD BM-MSC are representing in blue (m) D
BM-MSC in brown (e), CR BM-MSC in salmon (¥) and ER BM-MSC in orange (A). Data are expressed
as mean + SEM of the inhibition percentage of CD8 T lymphocytes. Each experiment was performed in
triplicates from three independent experiments; (C). * p < 0.05.

3. Discussion

The issue of whether MSC are involved in the development of MM is now resolved. Several studies
have reported the pro-tumoral role of MSC, whether through the growth factors or the exosomes they
secrete, or by direct contact [6-8], but also through the recruitment of the immune system cells [25]. It is
also known that D BM-MSC display an abnormal phenotype, when compared to HD BM-MSC [11,26].
However, whether the change in MSC phenotype involved the development of MM or whether it was
solely a consequence of the disease remains to be determined. For this reason, several groups, including
ours, have investigated the monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), bearing
patients’ MSC. Indeed, all MM patients previously presented an MGUS, while 10 percent of people over
65-years old displayed an MGUS. We showed in a small cohort that some MGUS subjects displayed an
MM BM-MSC phenotype and others displayed an HD BM-MSC phenotype [11]. Unfortunately, we
were unable to conclude whether the abnormal phenotype was predictive of malignant progression.

Another important unsolved question was whether MSC played a role in the relapse process of MM.
To address this issue, we compared CR BM-MSC to ER BM-MSC. We showed that the transcriptome of
MSC from patients who had completed their treatment presented only very small differences from that
of patients in apparent complete response and those relapsing. Two of the patients in the CR BM-MSC
group relapsed a few months after the analysis, but no specificity in their transcriptome was detected.
This suggests that the MSC phenotype cannot predict whether a patient will relapse.

MSC from patients who had completed treatment had a transcriptome that was essentially identical
to that of D BM-MSC. Once modification of the MSC was achieved, the change was permanent, even
when the patient was in remission after achieving a CR. This suggests persistent printing, whatever
the disease stage. However, as significant progress was recently made for response evaluation in MM
with the development of high-sensitivity minimal residual disease [27], it would be of interest to compare
MSC from patients in CR with Minimal residual disease (MRD) < 107 and MSC from patients in CR
with positive MRD. We wish we could have used a paired samples cohort (diagnosis-remission-relapse)
from the same patients for this study, but this purpose was not realistic, given the current median
progression free survival of the MM patients. We only studied one patient with two time points
(diagnosis and remission); as shown in Figure S3, transcriptomes were almost identical, with no
significant differences, according to the heatmap.

By analyzing genes that were differently expressed between the MSC of patients with a history
of MM and those of HD, we highlight the activation of five signaling pathways in the MM
microenvironment. These pathways were already mentioned by several authors as being involved
in cancer [26,28-31]. We were first interested in those already involved in MM pathogenesis,
namely the osteoblastogenesis and Wnt signaling pathways [28]. Modulation of the Wnt/f3cathenin
signaling pathway in MSC was shown to induce a decrease in the expression of RUNX2, leading to
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osteoblastogenesis inhibition [24]. Liu et al. notably showed the involvement of adipocyte-secreted
adipokines in MM progression and chemoresistance acquisition, via the upregulation of the expression
of autophagic proteins in MM cells, leading to a suppression of the caspase cleavage and apoptosis
in MM cells [9]. This was also observed in acute myeloid leukemia [32] and in solid tumors, such
as prostate cancer [33]. We now showed that post-treatment BM-MSC did indeed differentiate more
easily into adipocytes than into osteoblasts. We notably observed that expression of leptin was
down-regulated in post-treatment BM-MSC, which was also in favor of the defect in osteogenesis [34].
The ability to better differentiate into adipocytes appeared as soon as MM was diagnosed. It persisted
after treatment with variation in gene expression (Figure 4). The expression of adiponectin and PPARy
was significantly increased in MSC from the treated patients. This variation could be related to the effect
of treatment [35]. Indeed, a change in the MSC phenotype, after chemotherapy, related to the entry of
MSC into senescence was already reported [36].

On the one hand, the fact that MSCs differentiate more easily into adipocytes is in favor of a greater
pro-tumoral effect [33]. Indeed, several studies have demonstrated the involvement of adipocytes
in the progression of cancer, including MM [35-37]. The fact that MSC from patients are better
differentiated into adipocytes is certainly in keeping with the pro-tumoral effect of MSC, although it is
still too early to establish the link between this ability and relapse. The impairment of the osteoblastic
defect that persists after treatment, even in patients in CR, could explain why osteoblastic lesions never
heal [38].

It was also shown that the immunomodulatory effect of MSC might play a role in their pro-tumoral
effect, by decreasing the anti-tumoral immune response mediated by CD8+ T-lymphocytes [39,40].
Kanamura et al. showed that MM is characterized by a defect in the recruitment and activation of
CD8+ T-lymphocytes [41]. We therefore analyzed the immunosuppressive ability of MSC in the four
groups and assessed the expression of genes involved in the LT activation. We found a difference
in expression between HD and MM BM-MSC, with a significant MM overexpression of BDNF and
underexpression of ALX1, GFRA1, CXCL16, GSTM4, INHBE, and GPC4 (Figure 3B). Interestingly,
the expression of CXCL16 was different between early relapsed patients and those in CR BM-MSC.
Concerning the immune checkpoint involved genes, we did not observe any significant difference
between the different groups of samples. However, we did find a tendency of a higher expression of
CD274 (PD-L1) in the MSC samples from CR BM-MSC, as compared to D and ER BM-MSC. These
patients had a higher expression of CD86, CD48, and HLADPBI. The expression of CD40, HLADRBI,
and PDL-2 (PDCD1LG2) showed no variation across the samples (Figure 54). Together with this
transcriptome’s modification, we found a functional difference between the CR and ER BM-MSC,
according to their immunosuppressive ability. CR BM-MSC behaved like HD BM-MSC, whereas
ER BM-MSC behaved like D BM-MSC, i.e., with an increased immunosuppressive ability. However,
we are unable at present to establish whether this functional transformation of MSC was a cause or
a consequence of the growth of MM plasma cells. Overall, the presence of MM plasma cells in the BM
induced changes, maybe epigenetic reprogramming, which switched the MSC towards a persistent
pro-tumoral phenotype. These data suggest that MSC could play a role in the MM relapse, possibly by
promoting the growth of the minimal residual cells.

4. Materials and Methods
4.1. Human Samples

4.1.1. MSC Samples

Fresh BM aspirates from 31 patients with MM were collected at diagnosis (D BM-MSC),
post-treatment, in complete response (CR BM-MSC) or at early relapse (ER BM-MSC), at the Institut
Universitaire du Cancer de Toulouse-Oncopole through the Intergroupe Francophone du Myélome
network. All patients gave written informed consent and collection was approved by the French
Committee for the Protection of Persons (CPP; DC-2012-1654) on April 2012, as well as by the local
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TUCT-Oncopole review boards. Primary BM MM cells were purified by using magnetic anti-human
CD138 microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). MM BM-MSC were obtained from
the CD138-negative fraction and prepared, as previously described [11]. For the HD BM-MSC, the BM
aspirations were harvested from healthy donors who gave their written informed consent, according
to the recommendations of the Ethics Committee of the Toulouse University Hospital.

4.1.2. PBMC Samples

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) obtained from the Establissement Francais du Sang
(Toulouse, France) were isolated by Ficoll-Hypaque 5GE (Healthcare) density centrifugation.

4.2. Isolation of BM MSC

Freshly collected MSC were selected by their plastic adherence and were maintained in standard
culture conditions. After 21 days, MSC were analyzed through flow cytometry for surface antigen
expression—monocyte markers (CD11b and CD14), plasma cell markers (CD138 and CD38), and MSC
markers (CD73+ CD90+ CD105+ and CD45-). There were no significant differences in the percent
expression of the MSC-defining markers between the HD and the MM BM-MSC, whatever, the disease
stage (Supplementary Figure S1). BM-MSC were separated into two groups, one of 2.10° cells collected
and frozen with 350 pL. RLT (RNeasy Minikit Qiagen, Hilden, Germany) + 10% Bmercaptoethanol
(Sigma-aldrich, Missouri, USA) for transcriptomic analysis, and another which was expanded at 1000
cell/cm? as P1 for functional analysis.

4.3. Transcriptomic Analysis

RNA from sorted MM and HD BM-MSC was extracted using the RNeasy Minikit (Ref: 74106,
Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions. Then, cDNA synthesis,
in vitro transcription and fragmentation of cRNA were performed using the GeneChip 3’'IVT PLUS
Reagent kit, (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. After
assessment of RNA integrity (Agilent Small RNA Analysis kits, Agilent 2100 Bioanalyser, Agilent,
Santa Clara, CA, USA), biotinylated RNA was hybridized with the Affymetrix HG-U133 plus 2.0
GeneChip microarrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), and analysis was performed as described
previously. Raw Affymetrix cell intensity files (.CEL) were used for the differential expression analysis.

4.4. Statistical Analysis

44.1. PCA

Raw intensities were processed and normalized by functional robust multi-array average (RMA),
using the Affy package from the R/Bioconductor. From the raw expression values, we performed
a principal component analysis (PCA). The first dimension dissociated the samples left to right. HD
BM-MSC clustered on the right and MM BM-MSC clustered on the left. The third dimension separated
the diagnostics at the bottom and the ER and CR BM-MSC at the top.

4.4.2. Heatmap

From these data, we retrieved the significant genes differentially expressed between the HD
and the patients with a fold change between 2 and 0.5. We then plotted them as a heatmap to see
the clustering between the four groups, using these differentially expressed genes, but also between
the genes.

4.4.3. GSEA

We performed Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) to identify the enriched gene sets (FDR
< 0.25, nominal p-value cutoff < 0.05). Enriched gene sets from (Gene Set 256: GO Wnt signaling
pathway, Gene Set 28: Hallmark coagulation, and Gene Set 304: GSE15659 non-suppressive T-cell vs.
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activated T-reg) were plotted as a heatmap and enrichment plot, using the GSEA1.0 Broad institute
software for R. Gene set hallmarks used for this analysis can be found in the GSEA MSig database
(https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/index.jsp). Here, we used the H, Hallmark gene sets, C2,
the curated gene sets, C5, the GO gene sets, C6, the oncogenic gene sets, and C7, the immunological
gene set.

4.4.4. MSC Differentiation Assay

2.10* cells/well were cultured in 24- or 6-well culture plates, with complete Minimum Essential
Medium « (MEM«) (Thermofisher, Waltham, MA, USA) or with StemMACS AdipoDiff Media or
StemMACS OsteoDiff Media (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), for adipocyte and
osteoblast differentiation, respectively. The medium was changed twice a week. All 24-well cultures
were stopped after 21 days, for colorimetric testing. Alizarin red staining—the cells were fixed
with 70% ethanol, stained with 2% Alizarin Red for 10 min, washed with H,O, and analyzed. For
quantification, the plates were thawed, distained by the addition of 800 uL of 10% acetic acid chloride
monohydrate. The optical density was then measured at OD405 and the relative ratio of the cells
cultured in the osteogenic conditions were determined, relative to the cells cultured in the stromal
medium. [21]. For adipocyte differentiation, the Nile red (Sigma-aldrich, Missouri, USA) stain was
assessed according to the manufacturer’s guidelines. Cultures in the 6-well plates were stopped after 14
days for the RT-PCR tests and the cells were harvested using trypsin with EDTA (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA).

4.4.5. Quantitative RT-PCR

The cells were lysed using the RNeasy Minikit (Qiagen, Hilden, Germany), followed by direct
reverse transcription, using the SuperScript™ VILO™ Master Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Quantitative PCR (GQPCR) was performed using the LightCycler® 480 Probes Master on a LightCycler®
(Roche, Bale, Swiss), using the Tagman probes (Thermofisher, Waltham, MA, USA) (Table S1).
The expression of individual genes was normalized to GAPDH, through the AACt method.

4.4.6. Co-Culture of MSC and T-Lymphocytes

PBMC from HD were stained with the Cell Trace Violet (CTV) (Thermofisher, Waltham, MA,
USA), prior to stimulation, followed by CTV dilution assessment, 5 days later. At day 0, they were
mixed with MSC in a 50/50 MEM« and Rosewell’s Park Memorial Institute-1640 (RPMI) (Thermofisher,
Waltham, MA, USA) supplemented with 10% FBS and 0.5% of ciprofloxacin complete medium. PBMC
were seeded in triplicates at the concentration of 1.10° cells/100uL RPMI/well, with various MSC
concentrations (20 103, 10 103, 5 103, or 0 MSC/100uL MEMa/well), and were stimulated with or
without anti-CD2/CD3/CD28 microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). After 5 days
in co-culture, all cells were harvested and the CD8 T-cells were analyzed by flow cytometry. CD8 T-cells
were selected with a combination of different markers (viable cell, CD90-, CD73-, CD45+, CD3+, CD4-,
CD8+) and CTV-negative was quantified to express cell proliferation. The percentage of inhibition was
calculated as follows: 100 — (percentage of CD8 T-cell proliferation with MSC/percentage of CD8 T-cell
proliferation without MSC) x 100.

5. Conclusions

The presence of MM plasma cells was already known to lead to a change in the phenotype of MSC.
Here, we show for the first time that this change is perennial, since it lasts throughout the course of
the disease, including complete remission and early relapse. Further analyses are required to identify
new therapeutic targets from these pro-tumoral MSC.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/11/
3854/s1.
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Supplemental data

Material and methods
Flow cytometry antibody and staining

MSC and PBMC were stained with different combinations of monoclonal antibody anti-CD14-
BUV395 (BD Biosciences), -CD138-BV421 (BD Biosciences), -CD11b-BV605 (BD
Biosciences), -CD90-PerCpCy5.5 (BD Biosciences), -CD105-PE (eBioscience), -CD38-
PECy7 (BD Biosciences), -CD73-APC (BD Biosciences), -CD45-AF700 (BD Biosciences), -
viability-BV510 (BioLegend), -CD8-BUV395 (BD Biosciences), -CD3-BV711 (BD
Biosciences), -CD4-FITC (BD Biosciences), -CD45-PE (BD Biosciences), fixable viability
Dye eFluor 780 (ThermoFisher) and used at dilutions according to manufacturers’ instructions.
Then they were acquired with a Fortessa X20 flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed

with FlowJo Software (TreeStar).

Table 1
Gene Assay ID
GAPDH Hs02786624 gl
SP7 Hs01866874 sl
RUNX2 Hs01047973_m1
ALPL Hs01029144 m1
PTHR1 Hs00174895_m1
IBSP Hs00173720_m1
PPARg Hs00234592_m1
AdipoQ Hs00605917_m1
LEP Hs00174877_m1

Figure legends

Figure S1: Cytometry was performed with MM and HD BM-MSC culture and shows 99.9%
cells negative for the hematopoietic lineage (CD45-), monocyte-negative (CD14-, CD11b-), B
cell-negative (CD20), plasma cell-negative (CD138-) and positive for MSC markers CD73+,
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CD90+, CD105+ (A). Histogram of the FMO control compared to HD (blue) and MM (orange)
MSC-positive markers CD73, CD90 and CD105 (B).

Figure S2: Coagulation pathway involved in difference between MM BM-MSC and HD
BM-MSC

Volcano plot of differentially expressed genes in MM vs. HD BM-MSC with impact of genes
on coagulation pathway (A). Representative GSEA of MM vs. HD BM-MSC list of expressed
genes with pathway Gene Set 28 (Hallmark coagulation). Coagulation is upregulated by MM
vs. HD BM-MSC. The corresponding heatmap of represented genes is also shown (B).

Figure S3: Transcriptional profile of D BM-MSC and CR BM-MSC from the same patient

Unsupervised gene expression analysis of D BM-MSC (n=1) and CR BM-MSC (n=1)
representing a heatmap with under expression in green and overexpression in pink. No
significant differences were observed between D BM-MSC and CR BM-MSC after MM

treatment.

Figure S4: Volcano plot of differentially expressed genes in MM vs. HD BM-MSC with

impact of immune checkpoint genes

Representative genes of MM vs. HD BM-MSC list of ligand of immune checkpoint genes.
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Figure S2
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lll.  Deuxieme partie : Article 2 — L'inhibition de TLR4 dans le
microenvironnement médullaire altére la croissance des plasmocytes
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A. Résumé et conclusion

Une analyse transcriptomique réalisée précédemment dans I’équipe sur des HD et D
BM-MSC a pu mettre en évidence la surexpression de TLR4 par les D BM-MSC, confirmée
ensuite par I'analyse des niveaux protéiques de TLR4 sur les D BM-MSC. Nous avons voulu
comprendre quel pouvait étre le réle de TLR4 exprimé par la MSC dans ce contexte
notamment en termes de survie des PC malins. Pour cela, nous avons dans un premier temps
stimulé le TLR4 des MSC avec différents ligands, LPS et Hsp70. Nous avons ensuite analysé
I'impact de la stimulation de ce récepteur sur |'expression des molécules d’adhésion connue
entre MSC et PC malins. La stimulation de TLR4 par le LPS induit dans les MM BM-MSC une
expression 50 fois plus importante, d’'un marqueur de surface, le CD54 (ICAM1). Ce dernier a
déja été décrit comme récepteur permettant I'adhésion des MSC aux PC malins pour
promouvoir la croissance des PC malins. Nous avons ensuite évalué si les ligands de TLR4
pouvaient donc étre sécrétés par les PC malins, pour cela nous avons analysé le sécrétome
d’une lignée de MM (MOLP-6), qui sont en effet capables de sécréter de I'Hsp70, ligand de
TLR4. En effet, la stimulation exogene par I'utilisation de Hsp70 sur les D BM-MSC induit bien
une surexpression de CD54 a la surface seulement des D BM-MSC, de la méme fagon qu’avec
le LPS. Enfin, nous avons voulu savoir par quel mécanisme cette surexpression est liée a la
sécrétion de chimiokines par les D BM-MSC. L'utilisation des 2 ligands (LPS et Hsp70) induit
une surexpression importante de la sécrétion d’IL6 par les D BM-MSC comparé aux HD BM-
MSC, pouvant en effet promouvoir la croissance des PC malins. Pour confirmer ces résultats,
un inhibiteur pharmacologique de TLR4 a été mis en place, le C34. Dans un premier temps in
vitro, l'utilisation de cet inhibiteur sur des co-cultures de MSC et MOLP-6 montre une
diminution significative de la prolifération des PC malins en co-culture avec les D BM-MSC
seulement, il ne semble pas avoir d’effet en terme de prolifération des PC malins sur les HD
BM-MSC. Cet effet est potentialisé lorsqu’il est combiné a une chimiothérapie classique de

MM, aussi bien avec du lenalidomide qu’avec du melphalan.

Dans un deuxieme temps, nous avons réalisé une analyse in vivo sur le modele le plus
relevant du MM, le Vk*MYC. Nous avons induit un MM murin via l'injection de PC malins
murin (Vk12653) chez des souris immunocompétentes puis traités ces souris par C34, 3 fois
par semaine, a partir de 10 jours post injection de tumeur. Les souris ont ensuite été sacrifiées

et le sang et la moelle osseuse récupérés pour réaliser une analyse des populations présentes
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dans le microenvironnement tumoral. On retrouve dans le sérum de ces souris un pic
d’'immunoglobuline caractéristique de la maladie, qui est retrouvé significativement moins
important dans les souris traitées au C34. De plus, I'analyse des moelles de souris traitées au
C34 montre un pourcentage de PC malins réduit par rapport a des souris contrbles. Le C34
semble donc ralentir le développement de la maladie dans ce modele préclinique. De maniere
intéressante, le pourcentage de MSC dans la moelle des souris traitées et non traité est corrélé

a la quantité de PC malins présents.

Pour finir, si on reprend les données des analyses transcriptomiques présentées dans
la premiére publication, on s’apergoit que les MM BM-MSC dans leur ensemble surexpriment
TLR4 par rapport aux HD BM-MSC. Nous avons mis en évidence que les D et ER BM-MSC le
sur-expriment par rapport aux HD BM-MSC alors que les CR BM-MSC sous-expriment TLR4 par
rapport aux D BM-MSC. Ces données ont été confirmées par I'analyse de I'expression de TLR4
a la surface des MSC in vitro et montrent une surexpression de TLR4 dans les ER BM-MSC par

rapport aux CR BM-MSC.

Ces données suggerent donc un réel réle de support de la croissance des PC malins par

les MISC via TLR4 qui peut étre inversé par I'utilisation d’un inhibiteur, le C34.
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Key points

- TLR4 overexpressed on MM MSCs plays a key role in crosstalk with MM cells and
evolves in parallel with the different stages of disease.
- Targeting specifically pathological microenvironment with TLR4 weaken MM

development in vivo and strengthen conventional anti MM therapy.
Abstract

Bone marrow (BM) mesenchymal stromal cells (MSCs) are abnormal in multiple myeloma
(MM) and play a critical role by promoting growth, survival and drug resistance of MM cells.
Previously, we observed higher Toll-like receptor 4 (TLR4) gene expression in MM MSCs than
MSCs from healthy donors. At clinical level, we highlighted TLR4 expression in MSCs from MM
patients evolves in parallel with the different stages of the disease. We reasoned that TLR4
axis is pivotal in MM by increasing pro-tumor activity of MSC. We showed that challenging
primary MSCs with TLR4 agonists increased expression of CD54 and IL6, two factors directly
implicated in MM MSC/MM cells cross-talk.

Then, we evaluated the therapeutic efficacy of TLR4 antagonist in combination or not with
conventional treatment in vitro using MSCs/MM cells co-culture and in vivo using VK*MYC
mouse model. We demonstrated that selective inhibition of TLR4 reduced specifically MM
MSCs ability to support growth of MM cells and delayed the development of MM in VK*MYC
mouse model by altering the early phase of disease in vivo. In summary, we demonstrate that
targeting specifically pathological BM microenvironment via TLR4 signaling could be an

innovative approach to improve efficacy of currently used anti MM treatments

106



Introduction

Despite a significant increase in patient survival with the introduction of novel
therapies!, the median overall survival from multiple myeloma (MM) diagnosis is 5.2 years>>.
Bone marrow (BM) microenvironment is pivotal to the establishment and progression of MM?*,
Nevertheless, a better understanding of the mechanism by which it affects the disease is still
required to define new therapeutic targets. Several studies demonstrated that BM—derived
mesenchymal stromal cells (MSCs) directly contribute to the growth, survival and drug
resistance of MM cells by expressing adhesion molecules, (CD54, CD49¢)° and various
cytokines (IL-6, GDF15)%7. Among abnormalities reported in MSCs from MM patients (MM
MSCs)®, TLR4 a pattern-recognition receptor’ was significantly upregulated in MM MSCs as
compared with healthy donors (HD)®,.

In this work, we demonstrated that TLR4 overexpressed by MM MSC whose expression
evolves with stages of the disease, is a pivotal event of the deleterious crosstalk between MSCs
and MM cells. We demonstrated that treatment with a TLR4 inhibitor alone, and to a greater
extent when combined with currently anti MM drugs (Melphalan/Lenalidomide)!?, reduced
specifically MM MSCs ability to support growth of MM cells in vitro. In addition, we reported
TLR4 impact in vivo on establishment of disease in VK*MYC model, confirming TLR4 as an

attractive therapeutic target of pathological microenvironment in MM.
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Study design
Cells

Fresh BM aspirates from patients with MM were collected at different stages in the Institut
Universitaire du Cancer de Toulouse-Oncopole (France) through the intergroupe francophone
du Myelome network. Human samples, cell lines and culture process are described in

supplemental methods.

Mice

Mice were maintained in the specific-pathogen-free animal facility of the US006 CREFRE-
Inserm/UPS which is accredited by the French Ministry of Agriculture (accreditation number
A-31 55508). Animal experiments were conducted and approved by the Ministére de
l'enseignement supérieur, de la recherche et de Il'innovation (APAFIS#5614-20
16060815487810 v4) and are in compliance with the French regulations on care and protection
of laboratory animals. All mice used in this study were 6 weeks female with a C57BL/6 genetic
background. Wild type (WT) mice were purchased from Janvier laboratories. Transplantable
VkxMYC MM cell line (Vk12653) were kindly provided by Bergsagel. L and expanded as

previously described!!!2,

Patents

Patent of this work: FR1663344.

Data Sharing Statement

For original data, please contact nicolas.espagnolle@efs.sante.fr

Microarray data are available at GEO under accession number GSE146649.
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Results and Discussion
TLR4 overexpressed in MSCs from MM patients plays a pivotal role in crosstalk with MM cells

Based on transcriptomic analysis, we observed that mRNA level of TLR4 was consistently
higher in MM MSCs than MSCs from HD and MGUS (monoclonal gammopathy of
undetermined significance) patients (Figure 1A). This observation was confirmed at protein
level (Figure 1B). Interestingly, we analyzed the transcriptomic profile of MSCs from HD and
patients at different stages of MM, at diagnosis (D), in complete remission (CR) or at early
relapse (ER) from first line intensive treatment. We observed TLR4 expression in MSCs at CR
stage tumbled compared to diagnosis whereas when they were obtained at relapse, TLR4 was
overexpressed compared to diagnosis (Figure 1C). In addition, after ex vivo culture, TLR4 was
increased in ER MSC compared to CR MSC, confirming that TLR4 expression in MM MSCs

evolves through disease course (Figure 1D).

To explore how the TLR4 increase had a biological significance in MM, we challenged
TLR4 on MM and HD MSCs with exogenous and endogenous ligands. TLR4 stimulation with
LPS increased adhesion molecules CD49¢ and CD54 expression, known to be crucial for the
MSCs-MM cell interaction, by both HD and MM MSCs!3:!4 (Figure 1E). After TLR4 activation
by LPS, IL-6 secretion which is a key factor for survival, growth and chemoresistance of MM
cells', increased in HD MSCs and to a greater extent in MM MSCs (Figure 1F). To further
investigate the context of MM pathology, we evaluated Hsp70, an endogenous ligand for TLR4
actively released in the MM microenvironment and secreted by the MM cell line!¢ (figure 1G).
Hsp70 significantly upregulated CD54 expression and IL6 secretion only in MM MSCs (Figure
IH and 1I). In BM from MM patients, MSCs could be permanently primed by TLR4
endogenous ligands such as Hsp70 released from injured cells in MM bone lesions or by MM
cells themselves. In this same way, it has been shown that TLR4 signaling drives MSC

commitment to pro-tumoral microenvironment transformation in MM'7,

Combined anti TLR4 and anti-MM drugs synergistically inhibit MM cell proliferation

Numerous studies used stroma-independent MM cell lines (MM1S, RPMI8226) to
analyze the efficiency of chemotherapy drugs'®. However, in BM, MM cells strongly adhere to
MSCs stroma, which increases chemoresistance and survival signals'3. To underline the role of
the tumoral microenvironment in MM cells growth, we used the TLR4 negative stroma-

dependent myeloma cell line MOLP-6'%!°, The involvement of TLR4 in ability of primary
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MSCs stroma to support MOLP-6 proliferation was evaluated by using a potent selective
inhibitor of TLR4 signaling C34 (1-Methylethyl 2-(acetylamino)-2-deoxy-a-D-
glucopyranoside 3,4,6-triacetate)?’. We treated primary HD/MM MSC stroma with C34 before
and during co-culture with MOLP-6 cells. C34 had no effect on the ability of HD stroma to
support MOLP-6 growth but significantly reduced the ability of MM stroma to promote MOLP-
6 growth compared with untreated stroma (Figure 2A). In parallel, TLR4 antagonist had no
effect on co-culture of stroma-independent MM cells (MM1S) and MSCs (Figure 2B), which
confirms the specific role of TLR4 in targeting MM stroma.

We studied the effect of selective inhibition of MSCs expressed TLR4 by C34 on
MOLP-6 proliferation, in combination with conventional treatment Melphalan (Mel;
chemotherapy drug) and Lenalidomide (Len; thalidomide analog). Combining C34 +/- Mel not
induced a significant inhibition of MOLP-6 cell growth after co-culture with HD-derived
MSCs. Inversely, a robust and significant inhibition was noted in presence of MM-derived
MSCs stroma and to a greater extent with combination C34+Mel (Figure 2C). Len alone
treatment inhibited MOLP-6 cell proliferation in both HD and MM MSCs co-cultures.
However, Len in association with C34 dramatically altered MOLP-6 cell growth only when co-
cultured with MSCs from MM patient (Figure 2D). Herein, we show that controlling stroma
responsiveness reinforces the global effect of the therapy. Attacking the disease on both fronts
seems a good way to avoid the impact of the pathological microenvironment on disease

progression.

C34 weaken MM development in vivo

To explore the role of TLR4 in disease progression, we evaluated TLR4 inhibition in
VK*MYC a well-characterized preclinical MM mouse model, presenting hallmarks of human
pathology!!"12. As described in figure 2E, Vk12653 cell lines were injected in C57BL/6 mice
and treated or not with C34 for 2 weeks. Interestingly, at early stage of the disease, we observed
a significant decrease of serum Ig in C34 treated VK*MYC mice compared to untreated mice
(Figure 2F). Therefore, C34 treatment induced a significant decrease of BM MM cells
(identified as CD138+/CD155+ MM cells) (Figure 2G and 2H). In addition to effect on MM
cells, C34 treatment induced a decrease of MSCs (CDI155-/Lin-/CD45-/CD31-/F4/80-
/Scal+/CD51+) proportion in Vk12653 mouse BM (Figure 2G and 2I). Importantly, we noted
a correlated increase in the percentage of MSC and MM cells in BM during MM development
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in Vk12653 murine model (Figure 2J). Here, we demonstrate that TLR4 blockade alters the

early phases of the disease in acting on BM microenvironment.

In our work, we demonstrate that targeting specifically pathological microenvironment
via TLR4 signaling, reflecting the stage of disease, could be an innovative approach to improve

the specificity and efficacy of currently used anti MM treatments.
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Figure 2
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Figures Legends

Figure 1: Disease course dependent overexpression of TLR4 on MM MSCs modulated pro MM
factors implicated in crosstalk with MM cells

Fresh BM aspirates from healthy donors (HD MSC) and patients with MM (MM MSC) were
collected and analyzed at the stage of monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS MSC), diagnosis (D MSC), complete remission (CR MSC) or early relapse (ER MSC)
in the Institut Universitaire du Cancer de Toulouse-Oncopole (Toulouse). (A) Graph showing
TLR4 mRNA expression in BM MSCs from HD (n=7), MGUS (n=5) and MM (n=7). Data are
from U133+ 2.0 microarrays and previously described®. Each point represents 1 sample;
horizontal bar is mean. (B) Representative FACS histogram and graph showing the expression
of isotype (dotted line) or TLR4 (solid line) from HD (green) (n=16) and MM (orange) (n=6)
MSCs primoculture (P1). Data are represented with meantSEM presented as rMFI = ratio of
mean fluorescence intensity (MFI) of staining / MFI isotype control. Each point represents 1
sample. (C) Heatmap representation of TLR4 fold change (FC), between HD, D, ER, CR MSCs
or a combination of all MM (D, ER and CR), from red for upregulation to blue for
downregulation. Group on the left were compared to the bottom ones. Data are from U133+ 2.0
microarrays and previously described?!. (D) Graph showing percentage of cells which express
TLR4 from ER (n=6) and CR (n=3) MSCs after primoculture (P1). Data are represented with
meantSEM. Each point represents 1 sample. (E) Graph showing CD49d, CD49¢, CD54 and
CD106 expression in HD and MM MSCs after 1h stimulation with 1pg/mL LPS or not
(untreated), wash and two days culture at 37°C 5% CO2. Data are represented with mean+SEM
of rMFI from 5 independent experiments. (F) Graph showing IL-6 secretion of HD (n=3) and
MM (n=3) MSCs after 1h stimulation with 1pg/mL LPS or not (untreated), wash and two days
culture at 37°C 5% CO2. Data performed by ELISA kit, analyzed with Varioskan scanning
reader and represented with meantSEM. (G) Graph showing Hsp-70 secretion by MM cell line
(MOLP-6), HD and MM MSCs in normal culture condition. Data performed by ELISA and
represented with meantSEM from 5 independent experiments. (H-I) Graphs showing CD54
expression (H) and IL6 secretion (I) by HD and MM MSCs after 48h stimulation with human
recombinant Hsp70 (1pg/mL) or not (untreated) at 37°C 5% CO2. Data are represented with
meantSEM of CD54 rMFI or IL6 ELISA secretion from 6 independent experiments. Statistical
differences between two groups were determined using Mann-Whitney test (A, B, D), paired

(E, F, I) or unpaired (F, G, H) T test. * P<(.05, ** P<0.01 *** P<0.001.
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Figure 2: C34 treatment potentialized anti-MM drug effect in MOLP-6/MSCs coculture and
declined Vk*MYC development

(A-B) Graph showing MOLP-6 (A) or MM1S (B) counting after 7 days in co-culture with HD,
MM MSCs or without co-culture. MSCs were untreated or treated with 1 uM of TLR4
antagonist (C34). The number of MOLP-6 cells was evaluated after staining with Trypan blue
and evaluated on Malassez counting chamber on day 7. Data are represented with meantSEM
from 3 independent experiments. (C-D) Graph showing percentage of MOLP-6 inhibition after
7 days in co-culture with HD or MM MSCs or without co-culture. MSCs were untreated or
treated with 1pM C34. Subsequently, MOLP-6 cells (5.10%) were added to each flask with 5 ml
complete RPMI medium with or without 100 nM of melphalan (Mel) (C) or lenalidomide (Len)
(D). For both co-cultures, after 72h, 2 ml complete RPMI medium + 1 uM C34 £+ 100nM Mel
or Len was added. Data are represented with meantSEM of % inhibition calculated as 1-
(number co-cultured MOLP-6 tMel or Len + C34 at day 7/number untreated co-cultured
MOLP-6 at day 7) from 5 independent experiments. (E-J) C57B1/6 WT mice were injected
with Vk12653 myeloma cell line (2 x 10° cells, i.v). 10 days later, they are treated with 1mg/kg
of C34 (C34 group, n=14) or PBS (PBS group, n=14), twice a week during 2 weeks. Then,
blood samples are collected and serum is harvest for protein electrophoresis. After treatment,
femur is harvest and flush to extract BM. Erythrocytes are lysis and BM was stained with mouse
antibodies as described in supplemental Table 1. (E) Schematic representation of the
experimental design. (F) Representative electrophoresis and graph showing the presence of
monoclonal Ig in blood of PBS and C34 group after 2 weeks treatment. According to the
manufacture, serum proteins are separated into 6 major fractions (albumin, a-1, a-2, B-1, B-2,
), detect and quantify monoclonal components for the diagnosis. Data are represented with
meantSEM. Each point represents 1 sample. (G) Representative FACS plots showing the
gating strategy to isolate MSC. Viability cells are separated in 2 groups, plasma cells, gated
with double positive CD155+/CD138+ cells and microenvironment cells CD155-. In this
microenvironment, a Lin-, CD45.2-, CD31-, F4/80- permit to select MSCs with double positive
CD51+/Sca+1 cells. (H-I) Graph showing the percentage of BM plasma cells (H) and BM
MSCs (I) in C34 or PBS groups. Data are represented with meantSEM and performed in
several independent experiments with n=14 mice. (J) Graph showing the correlation curve
between BM plasma cells and BM MSCs percentages. Each point represents one mouse.

Pearson correlation coefficient, r=0,7335. Statistical differences between two groups were
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determined using paired (A-D) T test and Mann-Whitney test (F-I). * P<0.05, ** P<(.01, ***
P<0.001, **** P<0,0001.

Supplemental data:
Cells

Human samples. MM MSCs prepared as previously described?!. For HD MSCs, Femur head or
iliac-crest aspirations were harvested from patients who provided prior written informed
consent according to the ethics committees of Toulouse University Hospitals. Briefly, MSCs
were obtained from unprocessed BM with erythrocyte lysis buffer or the density-gradient
method and seeded at 5.10* cells/cm? in a 150-cm? flask with complete medium minimum
essential medium-a (MEMa) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 10 pg/ml
ciprofloxacin. For all MSCs cultures, the medium was renewed twice a week until cells were
confluent (primoculture, P1). Cells were then detached with trypsin?223. 2.10° cells of P1 were
then collected and frozen with 350uL RLT + 10% Pmetamercaptoethanol for transcriptomic

analysis.

Cell lines. The MOLP-6 cell line was a generous gift from Dr. Harashima. Cryopreserved
MOLP-6 cells were defrosted and grown on MSCs stroma in RPMI medium-1640 with 10%
FCS and 10 pg/mL ciprofloxacin'®.

Flow cytometry

BM mouse and human cells were stained with anti-human and anti-mouse antibodies for 30min
at 4°C in PBS supplemented with 2% FCS and 2mM EDTA. Antibodies are described in
supplemental Table 1. Flow cytometry data was acquired in Fortessa X20 and CyAN ADP flow

cytometer and analyzed using Flowjo and Kaluza softwares.

Transcriptomic analysis
The ray Affymetrix cell file were used for differential expression analysis. Protocol is described

in Lemaitre et al?!.
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Statistics

Statistical comparisons involved Student's ¢ test and GraphPad Prism v7.0 software. Differences

were considered statistically significant at p<0.05.

Supplemental Table

KEY RESSOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE REFERENCE

Kits

MACSprep Multiple Myeloma CDI138 | Miltenyi Biotec Cat#: 130-111-744

MicroBeads, human

Human IL6 ELISA kit RayBiotech Cat#: ELH-IL6-1

Human Hsp70 ELISA kit RayBiotech Cat#: ELH-HSP70-1

Chemicals and Recombinant Proteins

Erythrocyte Lysis Buffer Qiagen Cat#: 79217

Human Recombinant HSP70 Full Length Protein | StressMarq Cat#: SPR-117
Biosciences

RPMI Medium 1640 ThermoFisher Cat#: 61870-010

MEMo Medium ThermoFisher Cat#: 22561021

Fetal Calf Serum Sigma-Aldrich Cat#: F7524

Acridine Orange / Propidium lodide (AO/PI) Logos Biosystems Cat#: F23001

RLT lysis buffer Qiagen Cat#: 79216

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich Cat#: D8537-500ML

Trypsin-EDTA solution Sigma-Aldrich Cat#: T3924-100ML

Bmetamercaptoethanol Sigma-Aldrich Cat#: M6250-100ML

Trypan blue Sigma-Aldrich Cat#: T8154-100ML

DMSO Sigma-Aldrich Cat#: D2650-100ML

Drugs

Melphalan Sigma Cat#: 148-82-3

Lenalidomid Sellekchem N/A

C34 Tocris Cat#: 5373
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Ciprofloxacin Bayer N/A

Bacterial and Virus Strains

LPS E.coli K12 Invivogen Cati#: tlr-eklps
Antibodies anti-human

Anti-human CD49d-FITC HP2/1 BeckmanCoulter Cati: IM1404U
Anti-human CD49e-FITC SAM1 BeckmanCoulter Cati: IM1854U

RRID: AB_131037

Anti-human CD54-PE HASS8

BD Biosciences

Cat#:560971
RRID: AB 2033962

Anti-human CD106-PE 51-10C9

BD Biosciences

Cat#: 561679
RRID: AB_10892801

Anti-human TLR4-PE TF901

BD Biosciences

Cat#: 564215
RRID: AB 2738674

Antibodies anti-mouse

Anti-mouse F4/80-BUV395 Clone 6F12 BD Biosciences E?:?D7:4:1?)34‘_127 42168
Anti-mouse CD138-BUV737 Clone 281-2 BD Biosciences E?;?D: AB_2738§%§430
Anti-mouse CD51-BV421 Clone RMV-7 BD Biosciences E?;?D: AB_2739;££O62
Anti-mouse CD45.2-BV605 Clone 104 BioLegend lgi{t;l#D: AB 2 56311%?5841
Anti-mouse CD31-FITC Clone MEC13.3 BD Biosciences E?;?D: AB 39 485123372
Anti-mouse B220-PerCpCy5.5 Clone RA3-6B2 BD Biosciences E?;?D: AB 105 62817})01
Cat# 561108

Anti-mouse CD3e-PerCpCy5.5 Clone 145-2C11

BD Biosciences

RRID:AB 10562558

Anti-mouse Terl119-PerCPVio700 Clone Terl119

Miltenyi Biotec

Caté  130-103-807
RRID:AB 2660087

Anti-mouse Grl-PerCpCy5.5 Clone RB6-8C5

BioLegend

Cat# 108428
RRID:AB_893558

Anti-mouse CD11b-PerCpVio700 Clone REA592

Miltenyi Biotec

Cat# 130-113-809
RRID:AB 2751174

Anti-mouse CD284-PE Clone MTS510

Miltenyi Biotec

Cat# 130-102-561
RRID:AB 2660388

Anti-mouse Scal-PeVio770 Clone REA422

Miltenyi Biotec

Caté  130-106-220
RRID:AB 2653403

Anti-mouse CD155-APC Clone TX56 BioLegend Cat# 131510
RRID:AB 10645507

Anti-mouse Fixable Viability Dye eFluor 780 ThermoFisher Cat# 65-0865-14

Transcriptomic analysis

RNeasy Minikit Qiagen Cat# 74106

Agilent Small RNA Analysis kits Agilent Cat# 5067-1548/49/50
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HG-U133 plus 2.0 GeneChip microarrays Affymetrix Cat# 900467
Deposited Data
Microarray sequencing raw and analyzed data of | Medline GEO: GSE146649

human MSC

Experimental Models: Cell Lines/Organisms/Strains

Mouse: Vkmyc12653

Gift from Dr Leif
Bergsagel

C57BL/J6 mice Janvier Laboratory Cat#: SC-C57J-F
Software and Algorithms
Graphpad Prism 7.0 software GraphPad Software, | http://www.graphpad.c
Inc. om/scientific-
software/prism/
FlowJo V10 FlowJo LLC www.flowjo.com
Kaluza vl1.5 Beckman Coulter N/A

Analysis materials

Fortessa X20 BD Biosciences N/A
ADPCyan flow cytometer Beckman Coulter N/A
Varioskan scanning reader ThermoFisher N/A
Hydrasis 2 scan Sebia N/A

Supplemental Table 1: materials references
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

l. La modification du transcriptome des MSC persiste apres le
traitement intensif des patients atteints de Myélome

Depuis ces derniéres années, le microenvironnement a été décrit comme jouant un
role prépondérant dans le développement du MM. L'analyse des différentes populations
cellulaires du microenvironnement a pu mettre en évidence l'implication de populations
cellulaires particulieres et notamment des MSC dans le développement de la maladie
notamment via la sécrétion de facteurs protumoraux. Que ce soit dans les tumeurs solides ou

172 montrent que la prolifération

hématologiques, nos résultats en accord avec la littérature
de cellules malignes se traduit par un changement de phénotype des MSC environnantes. Elles

sont alors appelées CA-MSC ou dans notre cas MM BM-MSC.

Dans le cas du MM, les MSC pourraient étre impliquées dans la croissance des PC
malins via différentes voies : en sécrétant directement des facteurs de croissance?®*; en
inhibant la mort par apoptose des PC malins via des facteurs sécrétés?® ; en sécrétant des
exosomes?® et/ou en modifiant ses capacités immunosuppressives?’>2!1, Les nombreuses
cytokines et facteurs de croissance qu’elles sécretent sont également capables d’agir sur les
autres cellules composant le reste du microenvironnement 111,200,201,203,206,207 notamment sur

les macrophages et les lymphocytes.

Dans les hémopathies malignes, plusieurs voies de traitement peuvent étre envisagées
pour améliorer d’une part la survie des patients mais également leur qualité de vie. Dans le
cas du MM, les lyses osseuses liées a la pathologie grevent significativement la qualité de vie
des patients. Les causes de ce déficit osseux restent imparfaitement comprises et leur
identification est un enjeu thérapeutique fort. Les MSC sont capables d’exprimer des
protéines de la matrice extracellulaire impliquées dans I'inhibition de la différenciation

ostéoblastique?0.

Plusieurs études se sont intéressées aux différences phénotypiques des MSC en
présence de PC malins dans le but de démontrer leur implication dans le développement du
MM. Toutefois, ces études ont été réalisées, soit sur des MSC prélevées chez des patients en
état pré-myélomateux (MGUS), soit au moment du diagnostic de la maladie!!!. A ce jour,

aucune étude ne s’est intéressée a I'évolution phénotypique et fonctionnelle des MSC au
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cours du traitement des patients, lors de sa mise en rémission ou lors de la rechute. Ainsi un
de mes travaux de thése a eu comme but de réaliser le suivi des MSC grace a une analyse
transcriptomique incluant des patients atteints de MM a différents stades de la maladie, au
diagnostic, en rechute précoce et en rémission. L'objectif de cette étude étant d’analyser les
changements dans le phénotype des MSC et son impact suite au traitement, dans la rechute

du patient.

A. Choix de la cohorte

Le MM est une maladie extrémement hétérogene. Il a donc fallu, pour cette étude,
définir des criteres d’inclusion des patients pour réaliser une cohorte la plus homogene
possible en termes de type de traitement, d’age et de date de survenue de la rechute. Dans
un premier temps, nous nous sommes interrogés sur le choix des moelles osseuses saines. En
effet, les études qui comparent des MSC de MM avec des MSC de prélevements de moelles
saines sont souvent réalisées a partir de prélevements issus de prothéses totales de hanche
(PTH) et donc de prélévements de fémurill198.203,207.213 O dans le MM, le prélévement de
moelle est réalisé au niveau du sternum ou des crétes iliaqgues. De nombreuses études
montrent que les MSC sont différentes selon leur origine®41¢, ¢’est donc pour cela que nous
avons utilisé des moelles saines provenant de prélevements réalisés au niveau des crétes
iliaques. De plus, les donneurs sont normalement exempts de pathologies contrairement aux
prélevements de PTH qui sont souvent tres inflammatoires. En revanche, I'age moyen des
prélevements de patients se situe apres 50 ans pour les MM et 27 ans chez les donneurs sains.
Les patients au diagnostic de la maladie ont une moyenne d’age homogene a la cohorte de
rechute et de rémission alors que la moyenne d’age des donneurs sains est plus faible. Cette
observation pourrait induire un biais dans notre étude. Cependant, la comparaison des
transcriptomes des MSC issues de nos donneurs sains avec ceux des MSC venant des patients
atteints de MM met en évidence des voies de signalisation déja retrouvées et publiées!!! dans
les travaux antérieurs réalisés avec des donneurs sains plus agés. De plus, Ganguly et al a
comparé le phénotype de MSC issues de moelles de donneurs sains jeunes (19-40 ans) aux
MSC de personnes agées (61-89 ans). lls ne retrouvent pas de modification phénotypique des
cellules liges a I'age: multipotence des MSC et expression de genes impliqués dans
I’adipogenése, I'ostéogenése ou le remodelage osseux?!*. Une seconde étude réalisée sur des

MSC de lapins récupérées sur des lapins jeunes (4-6 mois) et agés (4-5 ans), nous montre que
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la différenciation des MSC de moelle osseuse en ostéoblastes et en adipocytes ne differe pas
entre jeunes et agés. Seule une baisse du potentiel chondrogénique et une augmentation de
la sénescence sont retrouvées chez les MSC provenant de lapins agés par rapport aux
jeunes?’®. Ces données suggérent donc que I’dge des sujets n’influe pas sur les résultats que

nous avons obtenus ici.

Toutes les études antérieures comparent a chaque fois un pool de donneurs sains avec
un pool de patients sans lien génétique, aussi bien entre HD et MM que entre MGUS et
diagnostique!!1:198,203.207.213 ' Dang notre étude, nous avons initialement voulu comparer le
transcriptome des MSC prélevées sur un méme patient tout au long de son traitement
(diagnostic, post-greffe et rechute) c’est-a-dire des prélévements de patients dits appariés.
Malheureusement cette analyse n’a pas pu étre réalisée compte tenu du nombre important
de prélévements non exploitables issus de la banque (trop peu de cellules aprés remise en
culture) et il a été difficile de trouver des patients homogénes en termes de traitements. Nous
avons donc décidé de comparer des patients dit « non appariés » c’est-a-dire différents entre
diagnostic et post greffe. Il serait intéressant de comparer, si cela était possible, I'évolution de

la MSC du méme patient pour conforter la robustesse de nos analyses.

De la méme facon, cette analyse a été réalisée sur une dizaine de patients par groupe,
compte tenu de la banque disponible au moment de I’analyse. Nous avons conscience d’avoir
privilégié 'homogénéité de notre cohorte a sa taille, il serait intéressant pour augmenter la

significativité de nos propos d’ajouter d’autres préléevements de patients.
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B. Analyses transcriptomiques et fonctionnelles des MSC de Myélome

Nous avons dans un premier temps, comparé le transcriptome de MSC issues de
patients traités par autogreffe de CSH et prélevées soit au moment de la rechute soit pendant
la période de rémission. L’analyse transcriptomique ne nous a pas permis de différencier les
MSC issues de ces 2 types de patients. Depuis la fin des années 1990, une nouvelle approche
avu le jour, I'analyse protéomique?!®. Aujourd’hui il est bien établi qu’un ARNm pourrait bien
étre transcrit mais des défauts de traduction existe et la protéine ne sera pas forcément
présente ou la traduction peut donner naissance a une protéine non fonctionnelle. Il serait
donc intéressant de réaliser une étude protéomique de nos populations de MSC, afin de

mettre en évidence des différences d’expression en protéines?!218,

Pour autant, nous pouvons affirmer que nos données : (i) confortent les anomalies du
phénotype des MSC au diagnostic du MM ; (ii) démontrent que ces anomalies sont pérennes
dans le temps puisqu’elles persistent apres traitement et que les MSC ne retrouvent pas leur

phénotype originel (donneurs sains), y compris chez des patients en réponse compléte.

Chaque patient rechute a plus ou moins long terme du MM apres la premiéere ligne de
traitements. Ne pouvant mettre en évidence un marqueur phénotypique des MSC capable de
prédire la rechute des patients, et disposant d’un nombre significatif de prélevements de
patients ayant eu un MM, nous avons voulu identifier si une voie de signalisation était
particulierement activée dans les MSC de patients. Cette voie pourrait étre une cible
thérapeutique potentielle pour les patients si elle est retrouvée impliquée dans les capacités
pro-tumorales des MSC. Nous avons pour cela comparé le profil transcriptomique des MM
BM-MSC a des HD BM-MSC. De fagon surprenante, lorsque I'on compare ces HD BM-MSC a
des MM BM-MSC, on discerne 3 groupes distincts :

- Les HD BM-MSC, MSC de donneurs sains,
- Les D BM-MSC, MSC dites de diagnostic,

- Les Post traitement BM-MSC, MSC dites « post traitement ».

Compte tenu du fait que les différences entre des MSC de patients avant et apres
traitement pourraient provenir de I'effet du traitement et que cela n’était pas le but de cette
étude, nous nous sommes focalisés sur les genes qui demeurent différentiellement exprimés

au diagnostic et post traitement, par rapport aux MSC de donneurs sains. Nous sommes
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partis de I’hypothése que ces génes seraient impliqués dans le phénotype pro-tumoral

pérenne des MSC. Cette analyse est représentée dans la figure 7.

A HD versus D BM-MSC HD versus Post-treatment BM-MSC
* CRBM-MSC
» ERBM-MSC
= D BM-MSC
I *ﬁ‘mﬂtﬂjﬁmﬁﬁ Wrm ﬁ% W o
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Figure 7 : Liste des génes communs

Heatmaps représentatives des 1400 et 540 génes différentiellement exprimés entre HD versus
D BM-MSC (A) et HD versus Post-traitement BM-MSC (B) respectivement avec une p-valeur
ajustée < 0,05 et 2 < FC < 0,5. 176 génes sont retrouvés communs entre ces 2 groupes (C).

On trouve une liste de 176 genes communs avec 2 voies de signalisation

principalement impliquées : la voie Wnt/Bcathenine et la voie de la coagulation sanguine.
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1. Dérégulation de la voie Wnt/Bcathenine et de I'ostéogenése

Les voies de différenciation des MSC sont régulées par différents facteurs. De
nombreuses études montrent I'impact de DKK1 et de la voie Wnt sur la différenciation des
MSC en OB, chondrocytes et adipocytes!?#219220, Nous avons mis en évidence dans notre
étude, la présence d’une surexpression de DKK1 par les MM BM-MSC par rapport aux HD BM-
MSC.

DKK1 est une protéine antagoniste de la voie Wnt/Bcathenine impliquée dans de
nombreux métabolismes dont fait partie la différenciation des MSC. Cette voie a été rapportée
comme corrélée au métabolisme osseux et adipocytaire dans la différenciation des MSC. En
effet, quelques études montrent que DKK1 pourrait bloquer la différenciation
ostéoblastique??®?21, De plus, on le retrouve impliqué dans le MM a travers quelques études
gui montrent une corrélation entre une élévation du taux important de DKK1 et la présence
de lésions osseuses chez les patients atteints de MM. Les PC malins sécrétent une forte
quantité de DKK1 qui entrainerait une diminution de la différenciation des MSC en OB24219,
Pinzone et al montrent que DKK1 sécrété par les PC malins inhibe la différenciation des MSC
en OB et favorise I'activation des OC?2%. De plus, DKK1 pourrait jouer un réle dans la
différenciation adipocytaire. DKK1 sécrété par les préadipocytes pourrait favoriser
I’adipogenése et étre corrélé a une diminution de la voie de signalisation Wnt?22, Si on ajoute
a ces données de la littérature une surexpression de DKK1 par les MSC, visible ici dans le
transcriptome, on comprend pourquoi les l|ésions osseuses persistent méme aprés

I’autogreffe des patients atteints de MM.

De plus, on retrouve dans notre analyse, une sous expression de Runx2 par les MM
BM-MSC. Ce phénomene est concordant avec ce qui est connu dans la littérature : I'inhibition
de la voie de signalisation Wnt/Bcathenine sur les MSC entraine une diminution de
I’expression de Runx2 qui bloque I'ostéogénése??3, Ces résultats sont synthétisés par la figure

suivante adaptée de la revue de Pinzone et al.
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Figure 8: Impact de DKK1 et Wnt sur la différenciation des MSC

La figure A présente ce qui se passe chez un individu sain sur la différenciation des MSC. La
figure B représente les conséquences de ce que I'on observe dans le cadre du MM. Adapté de
Pinzone et al.

Dans I'analyse transcriptomique, les génes de différenciation adipocytaire ne sont pas
retrouvés différentiellement exprimés entre des MM BM-MSC et les HD BM-MSC. Or, la revue
de Pinzone et al semble indiquer qu’une surexpression de DKK1 associée a une perte de la
voie Wnt pourrait favoriser la différenciation des MSC vers un phénotype plutot adipocytaire.
Cette différence n’est pas visible au niveau transcriptomique mais a été validée par les
analyses fonctionnelles réalisées in vitro et présentées par la suite. Il serait intéressant de voir

si leur capacité de différenciation en chondrocytes se retrouve également perturbée.

Par ailleurs, notre analyse transcriptomigue montre une surexpression d’OPG (par le
gene TNFRSF11B), avec un FC a 2,3 et une p-valeur ajustée a 0,02, par les MM BM-MSC par
rapport au HD BM-MSC. Ce résultat est en accord avec Giuliani et al qui montrent bien
I’expression d’OPG par western blot dans des MSC de patients'®. Ce résultat remet en
guestion plusieurs études dont les résultats suggerent une sous expression d’OPG par les MM
BM-MSC. En effet dans ces études, I'expression d’OPG a été analysé dans des pré-OB et non
dans des MSC, en présence de lignées de MM, ou encore sur une lignée myoblastique
murine, C2C12%2%4, Ce stade de pré-OB correspond a une MSC qui a déja commencé
I'engagement vers un phénotype ostéoblastique, or dans notre cas nous cherchons a

comprendre le role des MSC avant leur différenciation. Une surexpression d’OPG par les MSC
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de MM pourrait non pas servir a bloquer la liaison de RANKL et empécher I'ostéoclastogenese
mais pourrait plutot étre impliquée dans la liaison de OPG a syndecan 1 (CD138) exprimé par

les PC malins et servir au support de leur croissance?%.

Finalement cette dérégulation de différenciation en OB suggere que les OB pourraient
aussi avoir un role dans la prolifération des PC malins. Une étude réalisée par Yaccoby et al
montrent des résultats ambigus car la plupart des PC malins ont une croissance diminuée face
aux OB alors que chez d’autres patients, la co-culture avec les OB entraine une augmentation
de croissance des PC malins?2. Toutefois ces résultats restent peu concluants puisque cet effet
est extrémement hétérogene en fonction du patient choisi. Il serait intéressant de mieux
caractériser la nature de I'impact des OB sur la prolifération des PC malins, avant par exemple
d’utiliser une thérapie ciblée visant a restaurer la fonction ostéoblastique des patients, pour

éviter de soutenir la croissance des PC malins si tel est le cas avec les OB.

De nombreuses études ont été réalisées sur les facteurs que peuvent secréter les PC
malins et le microenvironnement pour promouvoir la différenciation des OC ainsi que la
dégradation osseuse®2°4%6-98104111 | o rgle des MSC dans ce phénoméne reste encore obscur,
plusieurs hypotheses sont possibles : les MSC pourraient induire cet effet en activant d’autres

cellules du microenvironnement ou encore par contact direct avec les OC.

2. Dérégulation de la voie de coagulation et angiogeneése

Notre analyse transcriptomique met en évidence une surexpression de genes
impliqués dans la coagulation sanguine. Parmi ces genes, un candidat semble étre intéressant,
la SERPINB2, qui est retrouvée 31 fois plus exprimée dans les post traitement BM-MSC par
rapport aux HD BM-MSC et 15 fois plus exprimée dans les D BM-MSC. La SERPINB2 aussi
appelée « plasminogen activator inhibitor-2 » (PAI2), est un facteur de coagulation qui
inactive l'urokinase et est un activateur tissulaire du plasminogéne (tPA). PAI2 régule la
formation des thrombus en inhibant la fibrinolyse et la thrombolyse. Dans des souris
déficientes pour PAI2, on retrouve une résolution des thromboses veineuses??’. Les 2 types,
SERPINE1 (PAI1) et SERPINB2 (PAI2), ont été décrites dans les cancers. PAI1 est plutot décrite
comme favorisant la progression tumorale alors qu’une augmentation de PAI2 est associée a
une diminution de la croissance tumorale et des métastases??®. Dans notre cas, PAI1 et PAI2
sont retrouvés surexprimés par les MM BM-MSC par rapport aux HD BM-MSC. La

surexpression de PAI2, dans notre cas, pourrait étre corrélée aux signes cliniques des patients.
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En effet, le MM augmente le risque thrombo-embolique, qui est par ailleurs accentué par la

chimiothérapie??®

. Il semble que les MSC soient associées physiologiquement a des effets
thrombogéniques avec une activité procoagulante. Coppin et al parle des effets procoagulants
des MSC aussi bien in vitro que in vivo. De méme, chez des patients transplantés, I'injection
de MSC induit des thromboses?3°, Il serait intéressant de comprendre le potentiel réle de cette
action prothrombotique sur les PC malins. L'utilisation de bivilirubin (inhibiteur de thrombine)
montre des effets intéressants en bloquant la migration des MSC par inhibition de I'axe SDF-

1/CXCR423L,

Il y aurait un intérét thérapeutique a poursuivre les analyses concernant le role des
MSC dans la coagulation et de voir si elles peuvent avoir un lien avec la vascularisation. En
effet, 'angiogenese tumorale a été trés largement décrite comme ayant un réle pro-tumoral
dans de nombreux cancers via les cellules endothéliales?2. Dans le cadre du MM, Rajkumar
et al ont analysé la moelle de 400 patients atteint de MM vs 42 donneurs sains par
immunohistochimie, et retrouvent une augmentation des cellules endothéliales CD34+ au
cours de la pathologie, du stade MGUS jusqu’a la rechute?33. Dans le sérum des patients
atteints de MM, les cellules endothéliales circulantes sont retrouvées augmentées et corrélent
a la progression de la pathologie?34. On retrouve aussi une augmentation des facteurs pro-
angiogéniques (FGFP et VEGF) dans la moelle osseuse des patients atteints de MMZ5, ||
semble que dans le MM, les cellules progénitrices endothéliales améliorent la prolifération et
favorisent la progression dans le cycle cellulaire des clones de PC malins®. Il est également
connu que les MSC ont la capacité de se différencier en cellules endothéliales?®’. Elles
pourraient donc, via leur différenciation en cellules endothéliales, favoriser la croissance des
PC malins. Il serait intéressant de confirmer cette hypothese, puisque les MSC de MM

semblent avoir elles-mémes des capacités angiogéniques?3,
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3. Dérégulation de la différenciation adipocytaire

Les analyses phénotypiques réalisées in vitro montrent une perte de capacité de
différenciation des MM MSC en ostéoblastes vers un phénotype plutot adipocytaire. Lors de
la différenciation des MSC en adipocytes, I'analyse de |'expression des genes adipocytaires
révele une diminution de I'expression de leptine par les post traitement BM-MSC par rapport

aux HD BM-MSC, présentés dans la figure 9.
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Figure 9: Expression de Leptine sur HD et MM BM-MSC

Expression relative de la leptine sur n=10 HD BM-MSC (bleu), n=8 D BM-MSC (marron) et n=16
post traitement BM-MSC (orange), par gRT-PCR des MSC, suite a la culture avec ou sans milieu
de différenciation adipocytaire. Suite a la différenciation des MSC en adipocytes, on retrouve
une diminution significative de I'expression de leptine par les post traitement BM-MSC,
comparé aux HD BM-MSC.

Hamrick et al ont mis en place un modele de souris obese déficiente en leptine et
montrent que cette dérégulation de la leptine induit dans les membres postérieurs, une
diminution de la masse de I'os associée a une augmentation de I'adipogeneése dans la moelle
osseuse?®. De plus, chez ces souris déficientes traitées avec de la leptine, on retrouve dans la
moelle osseuse, une diminution des adipocytes associée a une augmentation de la surface du
tibia reflétant la formation osseuse. L’ajout de leptine chez des souris non déficientes en
leptine ne semble pas avoir d’effet sur la formation osseuse?®. Il serait donc intéressant de

tester |'effet de I’ajout de leptine dans un modele murin porteur du MM.

Par ailleurs, en ce qui concerne la différenciation adipocytaire, quelques études se sont

intéressées aux adipocytes de la moelle osseuse. Dans ces études, on retrouve sur un modele
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murin, une augmentation des adipocytes de la moelle osseuse lorsque la souris est porteuse
du MM?*>* mais rien n’a été analysé chez ’'Homme. Les adipokines retrouvées dans la moelle
osseuse des patients atteints de MM semblent jouer un réle important dans la croissance de

155

la tumeur', avec une augmentation de la leptine®®>® et

une diminution
d’adiponectine’®”*>® au niveau médullaire et sérique. Une étude récente compare des
adipocytes de moelle osseuse a des adipocytes de tissus adipeux de méme donneur sain. |
note que dans un contexte sain, les adipocytes de moelle osseuse semblent sécréter un niveau
important de cytokines pro-inflammatoires?*!. Or, dans le cadre du MM, les PC malins créent
un environnement plutdét anti-inflammatoire®. Il serait donc intéressant d’isoler des
adipocytes de moelle osseuse de patients et d’analyser leur état, par rapport a des adipocytes
de moelle osseuse saine. Nous avons conscience que I'isolement des adipocytes dans la moelle
osseuse est trés complexe, aussi la plupart des études se tournent, comme nous, vers I’analyse
de MSC différenciées in vitro en adipocytes que I'on pourrait qualifier plutét de pré-
adipocytes. Il serait intéressant de comprendre les effets potentiels de ces cellules sur la
croissance des PC malins mais aussi sur les autres cellules du microenvironnement comme les
cellules du systeme immunitaires, les ostéoclastes et les MSC. Ces adipocytes pourraient par

les adipokines qu’elles sécretent empécher la différenciation des MSC en OB.
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4. Capacité immunomodulatice des MSC de Myélome

Nous avons montré dans notre étude fonctionnelle des MSC de patients atteints de
MM une différence concernant leur capacité immunomodulatrice. En effet, il semble que les
ER BM-MSC ont des capacités immunosuppressives plus importantes que les CR BM-MSC. Ces
résultats indiquent que suite au traitement les MSC ne suppriment plus I'immunité,
permettant un contréle partiel de la maladie, alors que lorsque le patient rechute ces cellules
retrouvent cette capacité immunosuppressive. Dans la littérature, Martinet et al indiquent
gue cette capacité immunosuppressive est induite par I'expression de COX2
(Cyclooxygénase2) par les MSC qui produisent alors de la prostaglandine E2 (PGE2) et inhibent
les LT?*2, Les différences d’expression de PTGS2 qui code pour COX2, dans les différentes

comparaisons de MSC sont représentées dans la figure 10.

PTGS2 (COX2) expression

ER BM-MSC
CR BM-MSC Fold Change
3
. 2
1
0
MM BM MSC

Post treatement BM-MSC

HD BM-MSC D BM-MSC

Figure 10: Heatmap d'expression de COX2 par les MSC

Heatmap représentant la différence d’expression entre les MSC de gauche (en ligne) par
rapport aux MSC du bas (en colonne). Les rémissions (CR) et tous les myélomes (D+CR+ER) MM
BM-MSC surexpriment COX2 par rapport aux donneurs sains (HD) BM-MSC de fagon non
significative. Les post traitement et rechutes (ER) BM-MSC surexpriment COX2 par rapport aux
HD BM-MSC de fagon significative (* = p-valeur ajustée < 0,05). Les post traitement BM-MSC
surexpriment COX2 par rapport aux D BM-MSC de fagon non significative. On n’observe pas de
différence d’expression de COX2 entre HD et D BM-MSC.
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Lorsque I'on regarde les différences d’expression entre HD BM-MSC et la totalité des
MM BM-MSC, on retrouve une surexpression de COX2 par les MM BM-MSC, mais avec une p-
valeur ajustée non significative. Cette non significativité est causée par les D BM-MSC puisque
dans les MM BM-MSC on retrouve les D BM-MSC et les post traitement BM-MSC. En effet, on
note une surexpression significative par les MM BM-MSC par rapport aux HD BM-MSC, alors
gu’aucune différence n’est retrouvée entre D BM-MSC et HD BM-MSC. Ces analyses indiquent
un changement des MSC suite au traitement, avec une surexpression de COX2 par les MM
BM-MSC, pouvant favoriser I'immunosuppression des LT. Il serait donc intéressant de
regarder plus en détail I'expression de COX2 et la libération de PGE2 par les MM BM-MSC en
co-culture avec des LT, pour en effet bloquer I'expression de COX2 par les MSC et permettre

de restaurer I'immunité dans le cadre du MM.

C. Lésions osseuses dans le Myélome

Suite au traitement, les MSC sont donc bien différentes des MSC de diagnostic mais ne
retrouvent pour autant pas leur phénotype de MSC saines, ce qui pourrait appuyer le fait que
le patient rechute toujours, méme apres |'autogreffe. En ce qui concerne les SRE (skeletal-
related events), qui rapportent des Iésions osseuses typiques que l'on retrouve chez les
patients atteints de MM, elles sont fréquemment retrouvées au diagnostic de la maladie mais
aussi dans la premiére année qui suit le traitement du MM?*, En effet, il semblerait que les
[ésions déja présentes ne guérissent pas malgré la rémission, mais qu’aucune nouvelle lésion
ne se forme. A la rechute, de nouvelles Iésions apparaissent. Notre analyse transcriptomique
montre que méme apres un traitement intensif, les MSC ne retrouvent pas leur capacité de
différenciation en OB, et qu’associé a cela les patients ne guérissent finalement pas de leur
atteinte osseuse. Nos résultats sont finalement en adéquation avec les analyses cliniques.
L’utilisation des biphosphonates, comme I'acide zolédronique et le dénozumab, a amélioré le
traitement des patients en allongeant leur durée de vie, mais ne conduit pas a I’éradication
totale de la tumeur>2%9244 En effet, ces traitements permettent de diminuer la lyse osseuse
mais n’agissent pas directement sur les OB. Il serait intéressant de cibler directement la MSC
en favorisant sa différenciation vers un phénotype ostéoblastique, a condition d’étre certain

que les OB n’induisent pas la prolifération des PC malins.
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II.  LUinhibition de TLR4 dans le microenvironnement médullaire
altere la croissance des plasmocytes malins
De nombreuses études se sont focalisées sur |’étude du dialogue entre MSC et cellules

193

tumorales aussi bien dans les cancers solides!®® que dans les hémopathies!®®2%, Dans le MM,

cet effet est expligué notamment via des facteurs sécrétés?01.203206  en favorisant

208 209

I'apoptose®®, grace a des exosomes-?”, par l|'’expression de protéines de la matrice

210 ou encore par une modulation de I'immunité?!l. Dans notre étude, nous

extracellulaire
nous sommes intéressés au dialogue entre PC malins et MSC et surtout aux changements
induits sur la MSC par les PC malins, pour favoriser leur expansion. Nous avons pu démontrer
que le contact avec les PC malins induit un changement de phénotype des MSC. Des travaux

111

antérieurs du laboratoire*** ainsi que notre étude transcriptomique ont notamment mis en

lumiere la surexpression du récepteur TLR4 par les D BM-MSC par rapport aux HD BM-MSC.

A. Investigation de la réponse au TLR4 endogene et exogene

Nous avons montré dans cette deuxieme étude I'intérét pour le PC malin que la MSC
surexprime TLR4. En effet, la stimulation exogéne de TLR4 via son ligand principal le LPS mais

aussi via Hsp70 entraine une surexpression de CD54 par la MSC ainsi qu’une production d’IL6.

Hsp70 et les protéines de choc thermique (Hsp pour heat shock protein) ont été décrite
comme jouant un réle dans de nombreux cancers et notamment dans le MM?*>. Hsp70 est
sécrétée par les lignées plasmocytaires et son inhibition a été décrite comme responsable
d’une diminution de la viabilité et de la mort par apoptose des PC malins?4%247_ TLR4 est un
récepteur classiquement activé par le LPS mais peut aussi se lier a Hsp70%*8, ou encore a
I’lhéparane sulfate?*. Il serait donc possible que dans le cadre du MM, les PC malins sécrétent

Hsp70 qui se fixera alors a TLR4 présent sur les MSC.

Nous avons montré que la stimulation de TLR4 par ses ligands LPS et I'ajout d’Hsp70
exogene entraine des modifications du phénotype des MM BM-MSC, notamment par une
surexpression de CD54 a la surface des MM BM-MSC associée a une sécrétion d’IL6.
L’expression de CD54 (ICAM1 (Intercellular adhesion molecule 1)) par les MSC n’a pas été
clairement décrite dans le MM, il a été suggéré dans une revue que le contact entre la MSC et
le PC malin via ICAM1 et LFA1 (Lymphocyte function-associated antigen 1) respectivement,

induit une activation de la voie NFkB dans la MSC qui entraine la sécrétion entre autre d’IL62°°.
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Dans le cadre du MM, ICAM1 a surtout été décrite comme exprimée par les PC malins et une
étude montre son expression dans des lignées de cellules stromales mises en co-culture avec
des lignées de MM?°, Par ailleurs, André et al montrent que ICAM1 est sous exprimée par les
MM BM-MSC dans un contexte pro-inflammatoire?>2. Notre étude vient donc appuyer cette
hypothése que les MM BM-MSC surexpriment ICAM1 pour permettre leur adhésion aux PC
malins. Lorsque l'on regarde I'analyse transcriptomique, ICAM1 n’est pas retrouvé
significativement différentiellement exprimé entre MM et HD BM-MSC. Il faut donc qu’il y ait
une stimulation préalable de TLR4 pour qu’il soit surexprimé par les MM BM-MSC. Il serait
intéressant de regarder plus en détail le r6le de CD54 dans les MM BM-MSC en présence de

PC malins.

La stimulation des MM BM-MSC par Hsp70 exogene entraine de plus une
augmentation de la sécrétion d’IL6. Cette cytokine a été décrite au départ comme essentielle
a la maturation terminale des LB%>3. En effet, le réle de I'IL6 dans la croissance, la prolifération
et la survie des PC malins a été largement décrit>>*2%>, Dans le cadre du MM, elle est produite
par les PC malins eux-mémes et par le microenvironnement dont les MSC et empéche la mort

256

par apoptose des PC malins>®. Nous montrons ici que cette surexpression d’IL6 est

principalement causée par la stimulation de TLR4 sur les MM BM-MSC.

B. Support de la croissance des plasmocytes malins

Par la suite, nous avons voulu comprendre I'impact de cette modification du TLR4 sur
les PC malins. Pour cela nous avons réalisé notre étude sur 2 lignées plasmocytaires, une
dépendante du stroma (MOLP6) et une autre indépendante du stroma (MM1S). Nous avons
montré in vitro que I'utilisation d’un inhibiteur de TLR4, le C34, sur des co-cultures de MSC et
de lignées de PC malins entraine une diminution de la prolifération des PC malins seulement
en co-culture avec des MM BM-MSC. De plus, cet effet est seulement présent sur la lignée
stroma dépendante. Il a été décrit que les PC malins sont dépendants du microenvironnement
et notamment du stroma pour proliférer®®>22, Nos résultats viennent conforter cette
hypothése de la nécessité du stroma pour pouvoir pousser. De plus, nous avons montré que
I'inhibition du stroma via le TLR4, impacte de maniere significative la croissance des PC malins

stroma.
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Nous avons montré également que l'inhibition de la croissance des MOLP6 par le
traitement conventionnel a base de melphalan ou de Iénalidomide est améliorée par
I"utilisation du C34. Nous savons que le melphalan est un agent alkylant dérivé des moutardes
azotés qui peut alkyler de fagon covalente les bases de I’ADN des PC malins?. Le lénalidomide
est un immunomodulateur qui agit sur le céréblon et entraine par le protéasome, la
dégradation des protéines ikaros et aiolos surexprimées dans le MM#*. Ces 2 types de
traitements agissent principalement sur la cellule tumorale alors que le C34 se focalise lui sur
le microenvironnement. L’inhibition du TLR4 sur les MSC potentialise donc I'effet des

thérapies utilisées a I’heure actuelle.

Nous avons voulu confirmer nos données in vivo sur un modele murin du MM. Pour
cela, nous avons choisi le modele Vk*MYC?>7:258, En effet, il s’agit du modeéle le plus relevant
du MM utilisé a I'heure actuelle. En effet, dans les modéles murins de MM on retrouve des
modeles d’injection sous cutanée, des modeles de xénogreffes ainsi que des modeles
transgéniques. Les modeles d’injection sous cutanée ont le désavantage de former des
tumeurs solides, on n’y retrouve pas de dialogue entre PC malins et microenvironnement.
Dans certains modeles de dissémination du PC, on ne retrouve pas I'impact du PC malin dans
la moelle osseuse. Les modeles de souris humanisée avec des PC humains ainsi qu’un
microenvironnement humain sont toujours en cours d’élaboration. Différents modeles
transgéniques sont étudiés comme le modele IL6 transgénique, le modele v-ABL, le modele
XBP1, le modéle c-MAF et le modéle Vk*MYC?>°, Dans notre étude, le Vk*MYC représente la
meilleure des alternatives puisque nous cherchons a comprendre I'impact que pourrait avoir
le microenvironnement sur la croissance des PC malins, dans ce cas sur un modéle totalement
murin. De plus, il a été montré que TLR4 est aussi exprimé sur des MSC murines?®°. Finalement,
nous avons montré que l'utilisation du traitement par C34 réduit la croissance tumorale au
début de la maladie. Par ailleurs, 'utilisation de C34 a un réel effet sur les MSC, puisque
I'utilisation de ce traitement entraine une diminution de la quantité de MSC dans la moelle
osseuse des souris. De plus, une étude trés récente réalisée sur un modeéle de zebrafish
appuient notre hypothese puisqu’ils montrent que I'inhibition de TLR4 sur des MSC avant co-
injection avec une lignée plasmocytaire dans ce modele de zebrafish empéche le

développement du MM261,
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Par ailleurs, nous avons voulu analyser I'impact que pourrait avoir le TLR4 sur le reste
du microenvironnement. En effet, TLR4 est un récepteur qui est exprimé par d’autres types
cellulaires du microenvironnement comme par exemple les macrophages, les lymphocytes?®?,
ou encore les PC malins!’®, Nous avons donc analysé le pourcentage des différentes cellules

du systeme immunitaire dans la moelle osseuse des souris, représenté dans la Figure 11.

Figure 11: Pourcentage des cellules du microenvironnement dans la moelle des souris atteintes
de Myélome

(A) Les cellules du microenvironnement sont prises a partir des cellules non tumorales (CD138,
CD155 double négative (DN)) et CD45+. On ne retrouve pas de différences significatives en
pourcentage de NK (B), macrophages, macrophages intermédiaires, monocytes (C), en
lymphocytes B (B cells), lymphocytes T CD4 (CD4 T cells) et CD8 (CD8 T cells) (D), entre souris
traitées ou non avec l'inhibiteur C34.

Nous ne retrouvons pas de différences significatives en terme de pourcentages de
cellules du microenvironnement, semblant indiquer que le C34 n’agit que peu sur les autres

cellules du microenvironnement.
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C. TLR4 comme reflet de |la progression de la maladie

Toutes les analyses in vitro ont été réalisées sur des MSC provenant de patients au
diagnostic de la maladie. L’analyse de I'expression de TLR4 a la surface des MSC provenant de
patients en rechute et en rémission du MM nous montre que les MSC de rechute surexpriment
TLR4 par rapport aux rémissions. De plus, I'analyse transcriptomique nous montre que par
rapport aux D BM-MSC, les CR BM-MSC sous expriment TLR4 alors que les CR BM-MSC le
surexpriment. L’expression de TLR4 semble corrélée a I'évolution de la maladie et notamment
a la présence des PC malins dans la moelle. L’expression de TLR4 sur les MSC de la moelle

pourrait donc étre le reflet de I’état de progression de la maladie.
D. Analyse des MSC natives de la moelle osseuse

Nous avons mis en évidence dans notre modéle murin de MM, un lien entre MSC et PC
malins ; en effet une corrélation existe entre la quantité de MSC et celle de PC malins dans la

moelle de souris porteuses de MM.

Une étude réalisée sur des MSC provenant de donneurs sains ou de patients atteints
de MM s’est intéressée a I'impact de la co-culture cellulaire des MSC avec des PC malins. La
co-culture de lignées de MM avec des MSC, qu’elles proviennent de donneurs sains ou de
patients, influence I'expression de certains genes. En effet, leur étude montre la présence
d’une liste de genes retrouvés dérégulés causée par I'absence de PC malins dans la culture
ainsi qu’une liste de génes dérégulés exclusivement expliquées par le MM?2°2, Dans cette liste
de genes, on retrouve les voies de signalisation mise en avant dans la premiere partie de notre

étude.

Par ailleurs, nous savons que les MSC présentes dans la moelle osseuse ne possédent
pas les mémes marqueurs de surfaces que les MSC mises en culture ex vivo, elles sont
appelées MSC natives?®32%4_|| serait intéressant au niveau clinique de corréler la présence de
ces MSC natives avec la charge tumorale et confirmer les résultats que I'on obtient chez la
souris. Malgré tout, la faible quantité de MSC natives dans la moelle osseuse?® et le peu de
connaissances a |I’heure actuelle sur le phénotype de ces cellules peuvent étre un frein pour
réaliser une analyse transcriptomique. Seule une analyse par single cell pourrait nous donner
un apercu des MSC natives dans la moelle des patients atteints de MM. De plus, ces données

risquent d’étre biaisées puisque nous ne pouvons pas évaluer la charge tumorale chez les
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patients atteints de MM. En effet, une étude parle d’hétérogénéité spatiale au niveau du site
de préléevement de moelle de patients atteints de MM. Le prélevement de moelle osseuse ne
refléte pas forcément la quantité de PC malins présents dans la totalité de la moelle?®®. Il serait
donc intéressant de corréler ces analyses sur un modéle murin, en réalisant une analyse
transcriptomique sur des MSC de souris atteintes de MM comparées a des MSC de souris

controle, prises cette fois-ci sur I'intégralité de la moelle osseuse.

lll.  Conclusion

Finalement, nos études ont mis en lumiere une modification du phénotype des MSC
de patients atteints de MM qui, méme apres le traitement ne retrouvent pas leur phénotype
sain, favorisant probablement la réémergence du MM a long terme. L’analyse fonctionnelle a
mis en évidence une perturbation de la capacité de différenciation de ces cellules vers un
phénotype adipocytaire plutét qu’ostéoblastique ainsi qu’une perturbation de leur capacité a
moduler 'immunité. Notre étude a mis en avant le r6le de TLR4 dans les MSC de patients
atteints de MM. La surexpression de TLR4 par les MSC favorise leur dialogue avec les PC malins
et supporte la croissance des PC malins. Nous avons montré que le ciblage du
microenvironnement via le TLR4 a un effet négatif sur la croissance des PC malins, aussi bien
in vitro que in vivo. Nous proposons donc une nouvelle alternative de traitement afin de

potentialiser les thérapies actuelles, en ciblant le stroma pro-tumoral du MM.
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Figure 12: Schéma de conclusion

Conclusion de la premiére partie : La modification du transcriptome des MSC persiste aprés le
traitement intensif des patients atteints de Myélome (A). Conclusion de la deuxieme partie :
L’inhibition de TLR4 dans le microenvironnement médullaire altére la croissance des PC malins

(B).

142



ANNEXES

Article 3 : Article en cours de révision (Immunity) en co-auteur

Weulersse M., Asrir A., Pichler A C., Lemaitre L., Braun M., Carrié N., Joubert
M V., Le Moine M., Do Souto L., Gaud G., Das I., Brauns E., Scarlata C M.,
Morandi E., Sundarrajan A., Cuisinier M., Buisson L., Maheo S., Kassem S.,
Agesta A., Péres M., Verhoeyen E., Martinez A., Maziere J., Dupré L., Gossye
T., Pancaldi V., Guillerey C., Ayyoub M., Dejean A., Saoudi A., Goriely S.,
Avet-Loiseau H., Bald T., Smyth M J. and Martinet.

Eomes-dependent CD226 loss alters TCR responsiveness and restrains
CD8+ T lymphocyte anti-tumor functions

143



Eomes-dependent CD226 loss alters TCR responsiveness and restrains CD8* T lymphocyte

anti-tumor functions

Marianne Weulersse'19, Assia Asrir1°, Andrea C. Pichler'', Lea Lemaitre!, Matthias Braun?,
Nadége Carrié!, Marie-Véronique Joubert'3, Marie Le Moine®*, Laura Do Souto3, Guillaume
Gaud®, Indrajit Das? Elisa Brauns* Clara M. Scarlata?, Elena Morandi®>, Ashmitha
Sundarrajan?, Marine Cuisinier'3, Laure Buisson'3, Sabrina Maheo!?, Sahar Kassem?, Arantxa
Agesta®, Michaél Pérés’3, Els Verhoeyen®’, Alejandra Martinez'?3, Julien Maziére®3, Loic
Dupré>®, Thomas Gossye?, Vera Pancaldil®, Camille Guillerey?, Maha Ayyoub'?3, Anne Dejean®,
Abdelhadi Saoudi®, Stanislas Goriely*, Hervé Avet-Loiseau'3, Tobias Bald?, Mark J. Smyth? and
Ludovic Martinet®3".

1Cancer Research Center of Toulouse (CRCT), Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
(INSERM) UMR 1037, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Université Paul Sabatier (UPS),

Toulouse, France.
2QIMR Berghofer Medical Research Institute, Herston, Queensland, Australia.
3Institut Universitaire du Cancer, CHU Toulouse, Toulouse France.

4Université Libre de Bruxelles, Institute for Medical Immunology (IMI), Gosselies, 6041 Belgium and UCR-I (ULB

Centre for Research in Immunology).

5Centre de physiopathologie de Toulouse Purpan (CPTP), Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
(INSERM) UMR 1043, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) UMR 5282, Université Paul Sabatier

(UPS), Toulouse, France.

8Université Cote d’Azur, INSERM, C3M, Nice, France.

’CIRI, Université de Lyon, INSERM U1111, ENS de Lyon, CNRS UMR 5308, Lyon, France.
8Ludwig Boltzmann Institute for Rare and Undiaghosed Diseases (LBI-RUD), Vienna, Austria.
Barcelona Supercomputing Center, Barcelona, Spain.

These authors contributed equally and were listed randomly.

*Lead contact

Full correspondence

Lead contact: Dr Ludovic Martinet, INSERM UMR 1037, Cancer Research Center of Toulouse,
2 av Hubert Curien, 31037 Toulouse, France. E-mail address: ludovic.martinet@inserm.fr;
Phone: +33-5-8274-1757

8 Figures, 8 Supplementary Figures, 98 References.

Key words: CD8* T lymphocytes, TCR signaling, Co-stimulation, CD226 (DNAM-1), tumor
immune escape, T cell exhaustion, Immunotherapy, immune checkpoint blockade.

144



IN BRIEF

Through complementary approaches, involving cancer patients’ samples and relevant mouse
tumor models, this study reveals that the Eomes-dependent loss of the activating receptor
CD226 (DNAM-1) represents a critical determinant of tumor infiltrating CD8* T cell dysfunction

potentially affecting immune checkpoint blockade efficacy.

GRAPHICAL ABSTRACT
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HIGHLIGHTS
o The absence of CD226 impedes TCR signaling and effector program of CD8* T cells.

e Dysfunctional CD226-negative CD8* T cells accumulate in tumors.
e Tumor-induced CD226-loss depends on Eomes transcription factor.
e (D226 loss limits CD8* T cell response to immune checkpoint blockade or anti-CD137

agonists.

145



ABSTRACT

Although anti-PD-1 and anti-CTLA-4 based immune checkpoint blockade (ICB) has represented
a turning point in cancer care, clinical responses are observed only in a fraction of cancer
patients. Most research focuses on the identification of additional inhibitory receptors
restraining the anti-tumor functions of CD8* T cells. By contrast, herein, we reveal that loss of
the activating receptor CD226 (DNAM-1) is a critical mechanism altering LFA-1 functions and
CD8* T cell responsiveness to TCR stimulation. Combined analysis of cancer patients’ samples
and preclinical mouse models showed that dysfunctional CD226-negative CD8* T cells
progressively accumulate in the tumor microenvironment through a mechanism involving the
T-box transcription factor Eomesodermin (EOMES). More importantly, the absence of CD226
affected tumor infiltrating lymphocytes response to ICB or anti-CD137 (4-1BB) agonists.
Altogether, our results identify CD226 loss as a critical immune escape mechanism restraining
CD8" T cell function and potentially affecting the therapeutic efficacy of cancer

immunotherapy.

146



INTRODUCTION

CD8* T lymphocytes play a critical role in limiting tumor progression and represent the most
promising therapeutic host immune target against cancer (Schumacher and Schreiber, 2015).
CD8* T cell activation is mainly triggered by TCR recognition of MHC-I-peptide complexes but
additional signals provided through a wide array of stimulatory and inhibitory molecules
critically influence CD8* T cell functions (Chen and Flies, 2013). In the past decade, an
extensive number of studies demonstrated the key role played by inhibitory receptors such as
PD-1 (CD279) and CTLA-4 (CD152) in driving a state of CD8* T cell hypo-responsiveness called
T cell exhaustion, frequently observed in chronic viral infections and cancer (Wherry and
Kurachi, 2015). Some previous striking clinical results achieved with monoclonal antibodies
(mAbs) blocking these receptors in metastatic melanoma illustrated the therapeutic promise
of targeting inhibitory receptors to restore cytotoxic lymphocyte anti-tumor reactivity (Robert
et al., 2011; Topalian et al., 2012). Still, clinical responses are observed only in a fraction of
cancer patients treated with Immune checkpoint blockers (ICB). While most of the
experimental strategies actually focus on the identification of additional inhibitory receptors
restraining anti-tumor reactivity of CD8* T cells, the importance of activating receptors with

regards to anti-tumor CD8* T cell functions and ICB efficacy remains to be better understood.

CD226 (DNAM-1, PTA-1, TLiSA1) is an adhesion molecule initially described for its ability to
stimulate NK cell- and CD8* T cell-mediated cytotoxicity (Martinet and Smyth, 2015; Shibuya
et al., 1996). Its ligands, the nectin and nectin-like receptors CD112 and CD155, are often
expressed on cancer cells as a consequence of cellular stress (Chan et al., 2014b) and CD226
deficiency was shown to reduce tumor immunosurveillance in a wide number of solid and
lymphoid tumor mouse models (Chan et al., 2014a; Gilfillan et al., 2008; Guillerey et al., 2015;
Iguchi-Manaka et al., 2008; Tahara-Hanaoka et al., 2006). TIGIT (T cell immunoreceptor with
Ig and ITIM domains) and CD96, two inhibitory receptors that compete with CD226 for the
same ligands, were recently identified as promising immunotherapeutic targets to restore
immune reactivity against tumors (Blake et al., 2016a; Blake et al., 2016b; Chan et al., 2014a;
Guillerey et al., 2018; Kurtulus et al., 2015) highlighting the importance of the CD226 axis in
the regulation of anti-tumor immune responses. The CD226 pathway may also represent an

important determinant of ICB efficacy as evidenced by a recent study demonstrating that the

147



PD-1/PD-L1 pathway is a negative regulator of CD226 signaling and that PD-1 and GITR
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related protein) dual blockade fail to

promote mouse tumor regression in the absence of CD226 (Wang et al., 2018).

Despite the critical role of CD226 in the T cell-dependent control of malignancies, the
underlying mechanisms remain to be further addressed. Indeed, besides the ability of CD226
to regulate target cell adhesion and killing, this molecule may influence additional aspects of
T cell biology such as terminal maturation of CD8* thymocytes (Danisch et al., 2013; Qiu et al.,
2010), T helper cell differentiation (Gaud et al., 2018; Lozano et al., 2012; Lozano et al., 2013;
Shibuya et al., 2003) and Treg suppressive functions (Koyama et al., 2013). In addition,
although recent evidence suggests that CD226 contains an intracellular signaling domain that
closely resembles CD28 (Zhang et al., 2015), the importance of this molecule in TCR activation
remains poorly understood to date. In this study, we combined complementary sets of
experiments involving human samples and mouse tumor models to demonstrate that the
tumor microenvironment promotes the accumulation of a subset of CD8* T cells that loose
CD226 through an Eomes-dependent mechanism, which results in severely impaired effector
functions. More importantly, we found that CD226-negative tumor infiltrating lymphocytes
have altered TCR signaling, reduced anti-tumor functions and fail to respond to anti-PD-1
immunotherapy. Altogether, our results reveal a yet unappreciated mechanism, whereby the

loss of the activating receptor CD226 restrains CD8* T cell functions and ICB efficacy.
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RESULTS

The absence of CD226 expression identifies hypo-reactive human CD8* T cells.

Despite the importance of the CD226 pathway in cancer immunosurveillance and its emerging
role in autoimmune disorders and infections (Martinet et al., 2015; Martinet and Smyth,
2015), little information was available regarding the expression of this receptor on human
CD8* T cells. Interestingly, we observed in the peripheral blood of healthy donors (HD) the
presence of two distinct CD8* T cell populations based on CD226 expression (Figure 1A).
CD226 and CD226* CD8* T cell populations expressed comparable levels of most classical CD8*
T cell markers (Figure S1A) and had similar TCR V beta repertoires (Figure 1B). These subsets
were also similarly present across the different CD8* T cell maturation stages including naive
(Tn, CD62L*CD45RA*); central memory (Tcm, CD62L*CD45RA’); effector memory (Tem, CD62L
CD45RA"); terminal effector memory (Temra, CD62L'CD45RA*) (Figure 1C) and their frequency

was independent of the age and gender of the different donors analyzed (Figure S1B).

The contrasting expression of CD226 on CD8* T cells with identical phenotype and maturation
questioned about the potential functions of these two subsets. To exclude any analytic bias
inherent to mixed CD8" T maturation stages, we first separated CD226™ and CD226* CD8* Tn,
Tcm and Tem subsets by fluorescence-activated cell sorting. Analysis of TCR-induced
proliferation using anti-CD2/CD3/CD28 microbeads revealed that CD226° CD8* T cells had
strikingly lower proliferation capacities than CD226* CD8* T cells regardless of the
differentiation stage (Figure 1D). Lower CD226  CD8* T cell proliferation was confirmed in
unsorted CD8* T cell cultures stimulated with more physiological stimuli such as allogeneic
monocyte-derived dendritic cells, CMVpp65 peptide pools or TCR-MHCI crosslinking reagent
CytoStim (Figure 1E and Figure S1C). CD226™ CD8* Tems also produced a considerably lower
amount of IL-2, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, CCL5 and MIP-1a than CD226* CD8* Tems upon TCR
stimulation (Figure 1F and Figure S1D). Similar results were obtained when we assessed the
intracellular production of IFN-y, TNF-a,, or the surface exposure of the CD107a degranulation
marker by CD226 and CD226* CD8* T cells upon stimulation with diverse TCR stimuli including
CytoStim, anti-CD2/CD3/CD28 microbeads or FcyR* P815 cell line coated with increasing
concentrations of anti-CD3 mAbs (Figure 1G and Figure S1E-F). By contrast, CD226  and

CD226* CD8* T cells had comparable cytokine production upon stimulation with
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PMA/ionomycin (Figure S1G-H) suggesting that both CD226™ and CD226* CD8* T cells have
similar intrinsic functional capacities. Altogether, these results demonstrate that CD8* CD226
T cells display the hallmarks of functional hypo-responsiveness, including defective

proliferation, cytokine secretion and degranulation in response to TCR stimulation.

These data suggested that CD8* T cells lacking CD226 may have an altered TCR signaling. To
test this hypothesis, we first monitored the influx of intracellular Ca?* in CD226 and CD226*
CDS8* T cells, a key event associated with the TCR signaling cascade. We observed that Ca?*
influx triggered by anti-CD3 mAb stimulation was reduced in CD226° CD8* T cells as compared
to CD226* CD8* T cells (Figure 1H). In concert, we found that proteins implicated in proximal
TCR signaling such as SLP76, ZAP70 and LAT were less phosphorylated in purified CD226 CD8*
Tems as compared to CD226* CD8* Tems upon anti-CD3 mAb stimulation (Figure 1I-J and
Figure S1I-J). Lower phosphorylation of key TCR downstream signaling proteins, such as
mitogen-activated protein kinases ERK1/2 and the PI3K target Akt, was also observed after
anti-CD3 mAb stimulation in sorted CD226~ CD8* Tems as compared to CD226* CD8" Tems
(Figure 1K). Altogether, these results reveal that the lack of CD226 expression at the surface
of CD8" T cells from healthy individuals identifies a subset of hyporesponsive CD8* T cells with

reduced TCR signaling.

The absence of CD226 alters the TCR-induced CD8* T cell transcriptional program.

To better understand the molecular differences between CD226 and CD226* CD8* T cells, we
performed a global transcriptional analysis of purified CD226* and CD226™ CD8* Tems before
and after TCR activation by RNA-seq. To our surprise, resting CD226™ and CD226* CD8* Tems
displayed relatively similar gene expression profiles with only 76 genes differentially
expressed (fold change >2; Adjp <0.01) (Figure 2A-D). Of note, CD226 was the most
differentially expressed gene between CD226 and CD226* CD8* T cells (fold change = 55 Adjp
= 4.5x10°°) (Figure 2C). Similar results were obtained comparing transcriptomic profiles of
resting Tn, Tcm and Temra CD226™ and CD226* CD8* T cell subsets (Figure S2A-B) thus
indicating that CD226 absence on CD8* T cells was not only due to ligand-induced protein
internalization as shown by Braun et al. (Braun et al.), but rather resulted from transcriptional

regulation of this gene. Although functional analysis suggested that CD226  CD8* T cells were
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hypo-responsive to TCR stimulation, our global transcriptional analysis revealed that both
CD226" and CD226* CD8" Tems displayed signs of activation upon anti-CD2/CD3/CD28
stimulation with respectively 5850 and 6577 genes differentially expressed between the
resting and activation states (fold change > 2 ; Adjp <0.01) (Figure 2A-B). Still, non-hierarchical
clustering and principal component analysis (PCA) also revealed critical differences between
anti-CD2/CD3/CD28 activated CD226" and CD226 CD8* Tems with 1209 up-regulated and 880
down-regulated genes (fold change > 2 ; Adjp <0.01) between both subsets (Figure 2 A-D and
Figure S2C). In line with our previous findings (Figure 1), GSEA and Go term analysis confirmed
that activated CD226* CD8* Tem specific genes were enriched in gene signatures related to
cell cycle, protein synthesis, TCR activation, Tw differentiation and IL-2/IL-15 signaling (Figure
2E-F and Figure S2D). Conversely, activated CD226° CD8* Tem specific genes were enriched in
gene signatures related to resting T cells, regulatory T cells and TGF-3 signaling (Figure 2E-F
and Figure $2D) thus validating at the transcriptional level the functional advantage of CD226*
over CD226  CD8* T cells upon TCR stimulation.

Mechanisms underlying CD226° CD8* T cell hypo-responsiveness.

Although CD226 expression discriminates two subsets of CD8* T cells with strongly diverging
TCR responsiveness, it is not certain that CD226 expression alone drives such divergence. To
address this question, we transduced purified CD226° and CD226* CD8" Tems with GFP
lentiviral vectors encoding CD226 or not and analyzed their effector functions in response to
TCR stimulation (Figure 3A-B and Figure S3A-B). Consistent with our previous results, we
found that untransduced CD226 CD8* Tems (GFP cells), or CD226" CD8* Tems transduced with
a GFP control vector, had a reduced ability to proliferate, to produce pro-inflammatory
cytokines such as IFN-y, TNF-a and poorly expressed surface CD107a upon TCR stimulation as
compared to CD226" CD8* T cells (Figure 3A-B and Figure S3A-B). By contrast, CD226° CD8*
Tems that ectopically expressed CD226 (GFP* cells) underwent several cell divisions and
expressed significantly higher levels of IFN-y, TNF-a and surface CD107a than untransduced
cells or cells transduced with the GFP control vector (Figure 3A-B and Figure S3A-B). These
results demonstrate that CD226 re-expression is sufficient to restore TCR-driven activation in
the CD226° CD8* T cell subset therefore indicating the pivotal and intrinsic role of CD226 in

controlling T cell responsiveness.
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We next wanted to gain insight into the molecular mechanisms underlying CD226 CD8* T cell
functional defects. Given the importance of LFA-1 in T cell adhesion and TCR signaling
(Bachmann et al., 1997; Dustin and Springer, 1989) and the tight link between this integrin
and CD226 signaling (Shibuya et al., 1999; Shibuya et al., 2003), we hypothesized that CD226
absence might directly impact LFA-1 functions. On resting T cells, LFA-1 is maintained in an
inactive bent conformation, while upon T cell activation its affinity and binding to ICAM-1 are
increased via an extension and opening of the head motif (Comrie et al., 2015). We compared
LFA-1 activation on CD226" and CD226* CD8* T cells using conformation specific Abs. CD226*
and CD226° CD8" T cells expressed comparable levels of total LFA-1 regardless of their
activation state (Figure S3C-D). By, contrast, CD226"* CD8* T cells expressed significantly higher
levels of “extended open” high affinity LFA-1 than their CD226™ counterparts both in steady
state conditions and upon TCR stimulation (Figure 3C and Figure S3C-D). These results were
further confirmed by confocal microscopy imaging that also revealed important co-
localization between CD226 and high affinity LFA-1 at the cellular interface between anti-CD3
mAb activated CD8"* T cells (Figure 3D-E). Altogether these results strongly suggested that the
lack of CD226 might limit LFA-1 activation into its high affinity “open extended” conformation.
To confirm this hypothesis, we analyzed the TCR induced activation of LFA-1 by CD226° CD8*
T cells transduced with enforced CD226 expression (Figure 3F). CD226  CD8* T cells transduced
with the CD226-encoding lentiviral vector had a significantly higher expression of open
conformation LFA-1 as compared to CD226° CD8* T cells transduced with the GFP-encoding
control vector (Figure 3F). Then, to assess the importance of LFA-1 in mediating the CD226-
dependent T cell activation, we analyzed CD226" and CD226° CD8* T cell functions in the
presence of blocking antibodies or pharmacological inhibitors of LFA-1 (Figure 3G and Figure
S3F). Consistent with the well documented role of LFA-1-ICAM-1 interactions, occurring
within homotypic T cell clusters, in T cell activation (Bianchi et al., 2000; Perez et al., 2003;
Sabatos et al., 2008; Zumwalde et al., 2013), we found that inhibiting LFA-1 significantly
decreased the proliferation and the production of IFN-y and TNF-a. by CD226* CD8* Tems, thus
recapitulating the state of hypo-responsiveness of CD226° CD8* T cells (Figure 3G and Figure

S3E-F). Collectively this set of data implies that CD226 expression sets the threshold for the
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conformational activation of LFA-1 and suggests that the hypo-responsiveness of CD226° CD8*

T cells might be consecutive to a weakened LFA-1 activation.

By contrast, CD226 negative regulators CD96, TIGIT or PVRIG (CD112R) (Chan et al., 2014a3;
Johnston et al., 2014; Zhu et al., 2016) may not directly account for CD226° CD8* T cell hypo-
responsiveness. First, CD96 or TIGIT blockade did not restore TCR-induced proliferation nor
IFN-y secretion by CD226° CD8* T cells (Figure S3G-H) and PVRIG transcripts were almost
undetectable on purified CD226" and CD226  CD8* T cells (Figure S3l). Second, CD226* CD8*
Tems had significantly higher proliferation than their CD226° counterparts upon anti-
CD2/CD3/CD28 microbead stimulation regardless of TIGIT expression (Figure S3J). Finally,
their common ligands CD112 and CD155 were hardly detectable at the mRNA level in our
assays only containing purified CD8* T cells (Figure S31) and CD112 and CD155 in vitro blockade
did not reduce CD226* CD8* T cell functions induced by TCR stimulation (Figure S3G-H). This
also implies that CD226 may act independently of its ligands as suggested by pioneer studies
from Shibuya et al. showing that CD226 was phosphorylated upon TCR or LFA-1 engagement
(Shibuya et al., 1999; Shibuya et al., 2003).

CD226 absence identifies dysfunctional human CD8* tumor infiltrating lymphocytes.

We next reasoned that the balance between CD226  and CD226* CD8* T cell subsets might be
altered in the context of tumors usually associated with reduced CD8* T cell responses. We
first compared CD226 expression on bone marrow (BM) CD8* isolated from HD and patients
newly diagnosed with multiple myeloma (MM; IFM 2009 (Attal et al., 2017)), a frequent yet
incurable hematological malignancy (Figure S4A). We found that the percentage of BM CD8*
T cells lacking CD226 expression was significantly increased in MM patients as compared to
HD (Figure 4A and Figure S4B-C). In MM patients, CD226™ percentages were also significantly
higher among BM CD8* tumor infiltrating lymphocytes (TILs) as compared to PBMCs (Figure
4B). Of note, we did not observe any correlation between the age, the gender and the
percentages of BM infiltrating CD226 CD8* T cells among MM patients and HD (Figure S4D).
By contrast, the percentage of CD226 expressing CD8* T cells significantly correlated with
myeloma CD8" T cell infiltration (Figure S4E) and CD226 gene expression was strongly

associated with the expression of cytotoxic lymphocyte functional genes including CD2, CD3E,
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CD3D, TBX21, CD8B, PRF1, GZMA, and GZMB in MM patient’s samples (Figure S4F). Most
importantly and confirming our above data, functional analysis of myeloma infiltrating CD8* T
cells upon in vitro re-stimulation with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads confirmed that CD226"
CD8* T cells had significantly lower TCR-induced proliferation, IFN-y and TNF-a production and
degranulation than CD226* CD8* T cells (Figure 4C-D and Figure S4G-H). Of note, CD226* TILs
produced significantly higher cytokine levels than their CD226™ counterparts both in the TIGIT
and TIGIT* fractions, again excluding the role for this negative regulator of CD226 in the hypo-
responsiveness of CD226  TILs (Figure S4l). Interestingly, for patients with a detectable
population of NY-ESO-1 specific TILs, the frequency of CD226" cells was significantly higher
among NY-ESO-1 specific TILs than among polyclonal TILs (Figure 4E and Figure S4J). The
absence of CD226 expression was again associated with reduced cytokine production by CD8*
T cells upon stimulation with NY-ESO-1 peptide (Figure 4F). These data suggested a
relationship between CD226 loss and tumor antigen-specific CD8* T cell dysfunction in the
tumor microenvironment. Remarkably, accumulation of CD226™ CD8* T cells with reduced
effector functions was not only observed in MM, but also represented a significant fraction of
TILs isolated from other cancer types including Lung adenocarcinoma (LUAD), breast
adenocarcinoma (BRCA) and ovarian carcinoma (OC), thus broadening the biological relevance
of our findings (Figure 4G and Figure S4K). In these tumors, CD226" percentages were also
significantly higher among TlLs than CD8* T cells isolated from healthy distant tissues or PBMCs
(Figure 4G). In BRCA cohorts from the TCGA data base, CD226 expression was also associated
with significantly decreased Progression-free interval (PFI) and overall survival (OS) (Figure 4l
and Figure S4L). A high CD226 expression was associated with significantly improved OS for a
number of other common solid cancer, still not all, including Cervical Squamous Cell
Carcinoma and Endocervical Adenocarcinoma (CESC), Head-Neck Squamous Cell Carcinoma
(HNSC), Liver Hepatocellular Carcinoma (LIHC), LUAD and Uterine Corpus Endometrial
Carcinoma (UCEC) (Figure S4M). Altogether, these results demonstrate that the absence of
CD226 expression, (1) identifies TILs with severely impaired functions across diverse

malignancies, (2) could impact patient clinical outcome.

Tumor microenvironment drives the differentiation of dysfunctional CD226° CD8* T cells.

To understand the link between tumor progression, CD226 loss and CD8* T cell dysfunction,
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we explored CD226 expression in well characterized preclinical mouse cancer models. As
described previously (Seth et al., 2011), we found that most CD8* T cells isolated from the
spleen of C57BL/6 WT mice expressed homogeneous levels of CD226. By contrast, we
observed the progressive emergence of a CD226 negative population among CD8" Tems
infiltrating B16F10 melanoma and VK12653 myeloma tumors (Figure 5A-E and Figure S5A). In
both models, the percentage of CD226™ CD8* TiLs significantly correlated with tumor size
(Figure 5D-E and Figure S5B-C) confirming the link between CD226 loss and tumor
development. As in humans, CD226° CD8* T cells accumulating in mouse tumor
microenvironment were characterized by significantly decreased proliferation as evidenced
by reduced Ki67 staining (Figure 5F). Upon in vitro re-stimulation with anti-CD3/anti-CD28
mAbs, they also produced significantly less IFN-y and TNF-a than their CD226* counterparts
(Figure 5G). These results confirm that the absence of CD226 in CD8* T cells marks a

dysfunctional population associated with tumor progression.

To assess the antigen specificity of CD226" TIL, ova-specific OT-1 CD8* T cells were transferred
into WT mice that were subsequently injected with B16F10 parental or B16F10-ova (Figure
5H). We detected an accumulation of TCRa2*/VPB5* OT-1 CD8* Tems with a low CD226
expression within B16F10-ova tumors (Figure 51). OT-1 CD8* Tems were also presentin B16F10
tumors, although at lower frequencies (Figure S5D-E). Yet, in the absence of their cognate
antigen, most of the B16F10 intratumor OT-1 CD8* Tems retained a high CD226 expression
(Figure 5I). Of note, CD226'0T-1 CD8* Tems were also almost undetectable in the spleen of
B16F10 and B16F10-ova bearing mice (Figure 51). More importantly, we found that the
percentage of CD226 cells was significantly higher among TCRa.2*/Vp5* OT-1 TILs than among
TCRa2'/VB5  polyclonal TILs in the B16F10-ova model confirming that CD226 loss
preferentially occurs in tumor antigen-specific TlLs, rather than in potential bystander TILs
(Figure 5J and Figure S5E). Similar results were obtained when we transferred highly purified
naive CD226* CD8* T cells isolated from the spleen of OT-1 mice into immunodeficient Rag2”/
gc’- bearing B16F10 or B16F10-ova tumors (Figure S5F-H). Taken together these results
demonstrate that tumor microenvironment drives the differentiation of CD226* CD8" T cells

into CD226™ CD8* T cells in a tumor antigen-dependent manner.
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Immune checkpoint blockade efficacy relies on CD226.

Although the defects associated with CD226 loss were evocative of exhausted T cell (Tex)
dysfunction (Thommen and Schumacher, 2018; Wherry, 2011), both CD226 and CD226* CD8"*
TILs isolated from B16F10 bearing mice had a phenotype consistent with Tex cells
characterized by a high expression of PD-1, TIGIT, LAG-3 and CTLA-4 (Figure 6A and Figure
S6A, B). CD226 and CD226* OT-1 cells infiltrating B16F10-ova tumors upon adoptive transfer
into WT mice also expressed similar levels of PD-1 and Tim-3 (Figure 6B). These immune-
checkpoints were also equally present on CD226™ and CD226" TILs isolated from breast and
ovarian cancer patients (Figure 6C and Figure S6C). Therefore, we thought that CD226

expression might impact CD8* T cell response to immune checkpoint (IC) blockade.

To address this hypothesis, we analyzed CD226" and CD226* CD8* Tem cell responsiveness to
anti-PD-1 blockade using a B16K1 melanoma variant overexpressing MHC-I (Bertrand et al.,
2017). Of note, CD226° CD8* TlLs that progressively accumulated in this model correlated with
tumor size and displayed similar IC expression to their CD226* CD8* counterparts (Figure S6D-
E). As expected (Bertrand et al., 2017), anti-PD-1 mAb injection led to a significant decrease in
tumor growth as compared to control Ig treatment that was abrogated upon mAb-based
depletion of CD8* T cells (Figure 6D-E). A concomitant increase in the percentage of tumor
infiltrating CD8* T cells and proliferating Ki67* CD8* TILs was also observed (Figure S6F). Still,
while anti-PD-1 increased the in vivo proliferation of CD226" TlLs, the proliferation of CD226
CD8* TILs was not significantly affected by this treatment (Figure 6F). In addition, unlike their
CD226" counterparts, anti-PD-1 treatment failed to increase ex vivo IFN-y production by
CD226  CD8*TILs (Figure 6G). Altogether, these results indicate that anti-PD-1 mAb treatment
may not reverse CD226™ CD8" T cell dysfunction suggesting that CD226 expression may be

critical for anti-PD-1 efficacy.

To confirm this hypothesis, WT or Cd2267" mice bearing B16K1 tumors were treated with anti-
PD-1 or control Ig mAbs. PD-1 blockade resulted in significant reduction in tumor growth in
WT mice while it only had minor effects in CD2267- mice (Figure 6H and Figure S6G). Tumor-
bearing WT mice injected with anti-CD226 blocking mAbs also failed to respond to anti-PD-1
mAb treatment (Figure 61 and Figure S6H). Of note, CD226 blockade had a comparable

negative impact on anti-PD1 mAb treatment as CD8* T cell depletion (Figure 6l and Figure
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S6H), underlining the critical role of CD226 expressed by CD8* T cell for anti-PD1 mAb efficacy.
Similar results were obtained using MC38 model upon treatment with anti-PD-1 mAb alone or
in combination with anti-CTLA-4 mAb, thus confirming the importance of CD226 in the efficacy
of ICB (Figure S6l-J). Altogether, these results highlight that the accumulation of defective

CD226° CD8* TILs may represent an important parameter limiting the efficacy of ICB.

Tumor-induced CD226° CD8* T cells accumulation depends on Eomes expression.

Although RNAseq analysis revealed that human resting CD226* and CD226° CD8* T cells have
a mostly overlapping transcriptional program, several genes differed between these two
subpopulations (Figure S2C). In particular, we found that Eomesodermin (Eomes)
transcription factor (TF) mRNA was expressed significantly higher in the CD226" fraction of
both resting and activated human CD8* T cells (Figure 7A). Similar observations were made at
the protein level in CD8* T cells isolated from samples stemming from HD or cancer patients
(Figure 7B). Together with previous evidence showing that high Eomes expression limits TILs
responsiveness to ICB (Blackburn et al., 2008; Paley et al., 2012), these results questioned the
role of this TF in the accumulation of dysfunctional CD226 CD8* Tems in tumors. To address
this point, we analyzed the tumor-induced differentiation of CD226° CD8" T cells in
CD4exEomes"/f mice (Eomes*®) that have T cell specific deletion of Eomes. First, we confirmed
that CD226" TILs expressed significantly higher levels of Eomes in both B16F10 (Figure 7C-D
and Figure S7A-C) and Vk12653 (Figure S7D-G) bearing CD4“"xEomes™ control mice
(EomesT). More importantly, in both tumor models, the percentage of CD226° CD8* TILs was
strongly reduced in Eomes*°® mice as compared to Eomes"" mice (Figure 7C, E and Figure S7G).
Of note, the absence of Eomes did not significantly affect tumor size, nor tumor CD8" Tem
percentage ruling out a potential impact of these parameters in the observed differences

between Eomes*® and Eomes"™ mice (Figure S7A-F).

To confirm the role of Eomes in CD226° CD8* T cell development, we next analyzed CD226
expression by CD8* T cell in mice overexpressing Eomes under the hCD2 regulatory regions
(Istaces et al., 2019). As expected, we found that splenic CD8* T cells from Eomes™ mice
contained significantly higher percentages of CD226° CD8" T cells than the CD8* T cells from

control mice (Figure 7F-G). These CD226  CD8*T cells were also characterized by higher Eomes
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expression than their CD226"* counterparts confirming the link between Eomes overexpression
and CD226 loss (Figure 7F-G). In order to determine the mechanisms underlying Eomes
regulation of CD226 expression we analyzed ATAC-Seq, Eomes ChIP-Seq and H3K27 histone
acetylation profile of Cd226 locus in CD8* T cells (Figure S7H). ChIP-Seq data from ectopic or
endogenous Eomes in CD8 T cells (GSE122895; (Li et al., 2018a) and GSE124914; (Istaces et
al., 2019)) both revealed a clear Eomes binding site in an accessible intronic region of Cd226,
indicating that Eomes is able to directly interact with regulatory elements of the Cd226 gene

(Figure S7H).

CD226 loss restrains CD8" T cells antitumor functions during CD137 immunotherapy.

Agonist antibodies against CD137 (TNFRSF9, 4-1BB) represent promising immunotherapeutic
agents previously shown to induce Eomes up-regulation in T cells (Curran et al., 2013) and
thus they could affect CD226 expression by CD8* T cells. Indeed, we found that anti-CD137
mAb treatment resulted in the expansion of CD8* T cells with an effector memory phenotype
that expressed high levels of Eomes in the different lymphoid organs tested (Figure 8A-B and
Figure S8A). Remarkably, anti-CD137 mAb-induced Eomes over-expression was accompanied
by the progressive emergence of CD8* Tems lacking CD226 expression in a dose-dependent
manner (Figure 8A-B and Figure S8B-C). By contrast, agonist mAbs targeting other
immunostimulatory members of the TNF receptor family such as GITR or OX40 did not
increase Eomes expression, nor the frequency of CD226° CD8* T cells (Figure S8D-E). Once
again, CD226™ CD8* T cells were characterized by higher Eomes levels (Figure 8C) and Eomes
deficiency significantly abrogated CD226 loss induced by anti-CD137 mAb treatment (Figure
S8F) thus confirming the importance of this transcription factor in the program leading to
CD226 loss. Interestingly, CD226 loss induced by anti-CD137 mAb treatment was also
abrogated in CD4®xEomes//"t (Eomes"®!) mice (Figure 8D) that were characterized by lower
Eomes levels as compared to Eomes"Tbut induced similar effector CD8* T cell expansion upon
CD137 treatment (Figure S8G). By contrast, anti-CD137 mAb-induced CD226° CD8* T cell
accumulation was not affected by CD155 deficiency, ruling out any critical role of
CD226/CD155 interactions in the emergence of CD8* T cells lacking CD226 expression upon
anti-CD137 mAb stimulation (Figure 8E).
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To confirm whether anti-CD137 agonists promoted the differentiation of CD226* T cells into
CD226™ T cells as shown in the tumor context, we transferred purified CD226" naive CD8" T
cells into Rag2’-gc’- mice (Figure S8H). A few days after cell transfer, most CD8* T cells had
undergone several rounds of division as a result of homeostatic expansion. They had also
acquired a CD44" memory T cell phenotype but remained CD226* T cells, ruling out that the
emergence of CD226 cells only resulted from CD8" T cell division or memory T cell
differentiation (Figure S8l). By contrast, the subsequent injection of anti-CD137 mAbs
promoted the accumulation of CD226° CD8* Tems confirming that the increase of CD226° CD8*
T cells upon CD137 activation resulted from the CD226* CD8* T cell differentiation (Figure S8J).
The emergence of OT-1 cells lacking CD226 expression was also observed following adoptive
transfer of CD226* OT-1 cells into WT mice upon treatment with anti-CD137 mAbs (Figure
S8K). Altogether, these results demonstrate that Eomes over-expression induced by CD137

immunotherapy drives the differentiation of CD226* into CD226° CD8* T cells.

Given the overall clinical interest around CD137 agonists as immunotherapeutic agents in
cancer, we next analyzed the functions of CD226  and CD226* CD8" Tems induced upon anti-
CD137 mAb treatment. We found that purified CD226~ CD8" Tems from anti-CD137 mAb-
treated mice divided less and produced lower levels of IFN-y and TNF-a than their CD226*
counterparts in response to anti-CD3/anti-CD28 stimulation (Figure 8F-G). Using OT-1 mice
treated with anti-CD137 mAb, we confirmed that anti-CD137 mAb-induced CD226  CD8* OT-1
cells have lower effector functions than their CD226* counterparts in response to their
cognate antigen (Figure 8H). It is worth mentioning that CD226° CD8* Tems isolated from anti-
CD137 mAb-treated mice had strongly reduced CD226 mRNA levels as compared to CD226*
CD8* Tems confirming, as in humans, that the loss of CD226 occurs at the transcriptional level

(Figure S8L).

Finally, to gain clear insight whether CD226 loss may affect the in vivo anti-tumor functions of
CD8* T cells that expand upon anti-CD137 mAb immunotherapy, Pmel-1 transgenic mice, that
all harbor CD8* T cells specific for the melanoma antigen gp100, were treated with anti-CD137
mAbs. Sorted CD226™ or CD226" Pmel-1 CD8* Tems were transferred into B16F10 melanoma
bearing mice according to our previously described adoptive cell transfer (ACT) protocol

(Landsberg et al., 2012)(Figure 8I). Consistent with their reduced effector capabilities in vitro,
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CD226° CD8* T cells only mildly reduced tumor development while the transfer of CD226* CD8*
Pmel-1 T cells resulted in a drastic reduction in tumor growth and significantly prolonged
survival of mice (Figure 8J-K). These results confirm that Eomes dependent CD226 loss induced
by anti-CD137 mAb treatment could indeed limit the anti-tumor efficacy of this treatment in

Vivo.
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DISCUSSION

The mechanisms underlying the lack of responsiveness of anti-tumor CD8* T cells are still
poorly understood and finding additional signals that regulate their functions has become a
major priority. In the present study, we found that the activating receptor CD226 is a critical
component of T cell biology and its absence impairs CD8* T cell responsiveness to TCR
stimulation. In addition, using mouse and human samples we identified loss of CD226 as a
tumor immune evasion strategy driven at least partly by the TF Eomes. More importantly, our
results demonstrated that CD8* T cells fail to respond to ICB in the absence of CD226 and that
CD226 loss affects anti-CD137 agonist efficacy. Taken together our study demonstrates the

critical role of CD226 for T cell biology, cancer immunology and cancer immunotherapy.

The profound cancer-immunosurveillance defects depicted by our group and others in diverse
tumor mouse models in the absence of CD226 (Gilfillan et al., 2008; Guillerey et al., 2015;
Iguchi-Manaka et al., 2008) suggested that this receptor might exert central functions in T
lymphocyte biology. The implication of this receptor in CD4* T helper cell differentiation (Gaud
et al.,, 2018; Lozano et al., 2012; Lozano et al., 2013) and the association between CD226 gene
single nucleotide polymorphism (SNP) with increased development of autoimmune
pathologies (Maiti et al., 2010; Song et al., 2012; Todd et al., 2007) supported this hypothesis.
Yet, initial studies using CD226-deficient mice indicated that CD226 is not formally required
for antigen-specific CD8* T cell activation and no striking immune defects were found in the
absence of CD226 (Gilfillan et al., 2008). Based on this evidence, this receptor was so far mainly
considered as a co-stimulatory receptor increasing cytotoxic T lymphocyte- and NK cell-
mediated cytotoxicity against CD112- and CD155-expressing targets (Martinet and Smyth,
2015). Herein, using diverse TCR triggering agents, in the presence or absence of CD28 co-
stimulation, we presented compelling evidence that CD8" T cells that do not express CD226
are hypo-responsive to TCR stimulation and have limited effector functions. These results
imply that CD226 plays a more central role than originally thought in CD8* T cell activation

program induced by TCR engagement.
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The flow cytometry based phenotypes of CD226™ and CD226* CD8* T cells were highly
overlapping. This similitude applied to the different healthy donors and cancer patients
analyzed in our study. These results were confirmed by RNAseq analysis of freshly purified
peripheral blood CD226 and CD226* CD8* T cells with only 76 genes differentially expressed
between both subsets. It is unlikely that these subtle differences at the resting state may be
responsible for the divergent functional outcomes observed between CD226° and CD226*
CD8* T cells upon TCR stimulation since we found that CD226 forced expression through
lentiviral vectors restored CD226° CD8* T cells functions in response to TCR stimulation. These
results together with the reduced phosphorylation of several key TCR downstream signaling
molecules observed upon anti-CD3 Ab stimulation in the absence of CD226 strongly argue for
a key role of CD226 in CD8* T cell TCR signaling. Although CD226 and CD226* CD8* T cells both
underwent important transcriptional modifications upon anti-CD2/CD3/CD28 stimulation,
archetypal effector T cell-associated genes were only detected in stimulated CD226* T cells.
Such results suggest that the presence of CD226 directly impacts TCR induced CD8* T cell
effector program. Understanding how CD226 modulates TCR signaling in CD8" T cells may

provide new approaches to restore T cell functions especially in the context of tumors.

Several pieces of evidence indicate that CD226 is implicated in LFA-1 functions (Shibuya et al.,
1999; Shirakawa et al., 2005; Shirakawa et al., 2006). LFA-1 binding to ICAM-1 on contacting
cells represents a critical early event driving actin-cytoskeleton reorganization, immune
synapse formation, and co-stimulation ultimately lowering TCR activation threshold
(Bachmann et al., 1997; Bianchi et al., 2000; Perez et al., 2003). We brought significant
evidence that LFA-1 functions are affected by the absence of CD226. Indeed, we found that
TCR induced LFA-1 activation into its high-affinity conformation (Dustin and Springer, 1989),
was greatly reduced in the absence of CD226 in CD8* T cells and that CD226 forced expression
restored these defects. In addition, we observed that LFA-1 inhibition reduced CD8* T cell
activation similar to CD226 loss. Thus, our results suggest that LFA-1 defects owing to CD226
loss may represent an important mechanism of TCR hypo-responsiveness and CD8'T cell
dysfunction in tumors. The observations from Braun et al. showing actin cytoskeleton
reorganization and LFA-1 polarization defects in Cd2267-CD8* T cells support this hypothesis

(Braun et al.). Future work will be needed to better understand how CD226 intrinsic signaling
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connects with TCR signaling and LFA-1 in CD8" T cells. CD226 contains at least two
phosphorylation sites on tyrosine residue 322 and on serine residue 329 in its intracellular
domain (Martinet and Smyth, 2015; Shibuya et al., 1996). A recent study stressed the
importance of the conserved Y322XN324X immunoglobulin tyrosine tail (ITT) motif in the NK cell
cytolytic functions of CD226 (Zhang et al., 2015). This typical consensus binding sequence was
indeed shown to connect CD226 with Grb2 SH2 domain, subsequently leading to the
activation of Vav-1, phospholipase C-y1 and ERK1,2 (Zhang et al., 2015). CD226 ITT motif could
therefore represent a critical relay to amplify TCR downstream signaling. The decreased
phosphorylation of ZAP-70, SLP76, LAT and ERK1,2 observed in CD8* T cells lacking CD226 and
the recent evidence that Vav-1 associates with CD226 in CD4" T cells may support this
hypothesis (Gaud et al., 2018). Surprisingly, no immune synapse, nor functional defects were
observed by Braun et al. in CD8* T cells isolated from Cd226Y mice harboring a point of
mutation on the Y319 of CD226 (mouse equivalent Y322) suggesting that this signaling is
dispensable for CD226 synergy with LFA-1 and TCR co-stimulation (Braun et al.). Although the
importance of Ser 329 phosphorylation in the propagation of CD226 downstream signaling
remains a matter of debate (Zhang et al., 2015), this residue could represent a critical link
between TCR signaling, CD226 and LFA-1. Indeed, Ser 329 of CD226 was found to be
phosphorylated upon CD3/CD28 stimulation and was required for CD226 physical association
with LFA-1 in lipid raft (Shibuya et al., 1999; Shirakawa et al., 2005; Shirakawa et al., 2006).
Besides, CD226 may also play a critical role in cytoskeleton remodeling, a central process for
TCR signaling and LFA-1 conformational activation. This hypothesis is supported by a study
from Ralston and colleagues showing that CD226 could bind tightly to the actin cytoskeleton
through its interaction with the MAGUK homologue human discs large (hDIg) and the actin-

binding protein 4.1G (Ralston et al., 2004).

It is now well established that many human tumors express specific antigens that can elicit
CD8" T cell activation and the accumulation of CD8* effector T cells in the tumor
microenvironment (Schumacher and Schreiber, 2015). Unfortunately, successful eradication
of tumor cells by these TILs is often limited by diverse immunosuppressive mechanisms
(Thommen and Schumacher, 2018). Among them, the up-regulation of multiple inhibitory

receptors such as PD-1, Tim-3, TIGIT, and LAG-3 at the cell surface of TILs has emerged as

163



major mechanisms of T cell dysfunction protecting tumors from immune attack (Thommen
and Schumacher, 2018). Our study addressed an additional mechanism of cancer immune
escape other than the classical immune checkpoints through the loss of a critical activation
receptor, CD226. We presented considerable new evidence that tumor development favors
the accumulation of dysfunctional CD8* T cells lacking CD226 expression. While almost all
mouse CD8" T cells expressed CD226 in steady-state conditions, we found the progressive
accumulation of TILs lacking CD226 with a CD62L"CD44" effector memory phenotype in the
different tumor mouse models tested. Of note, CD226 loss mainly affected tumor antigen-
specific CD8* T cells since we observed that ova-specific purified CD226* OT-1 cells only
converted into CD226 effector cells when transferred into ova-tumor bearing mice. Still, the
differentiation of CD8* T cells into hypo-reactive CD226° CD8* T cells may occur in other
contexts as dysfunctional CD226° CD8* T cells were detectable in most healthy donors.
Whether this reflects a previous immune history of each individual or whether this represents
a mechanism ensuring immune homeostasis by preventing over CD8* T cell activation remains

to be more deeply investigated in the future.

Sustained expression of inhibitory receptors was so far considered as a key parameter allowing
the identification of exhausted T cells in chronic infectious disease and cancer (Ahmadzadeh
et al., 2009; Blackburn et al., 2009; Thommen et al., 2018). The successful reinvigoration of
Tex functions by anti-PD-1 mAbs in chronic viral infections (Barber et al., 2006) and the
impressive clinical results obtained by ICB in cancer patients (Robert et al., 2015; Robert et al.,
2011; Topalian et al.,, 2012) support the importance of inhibitory receptors in T cell
dysfunctions. Still, recent studies suggest that intratumor PD-1* exhausted T cells comprise a
large spectrum of dysfunctional states (Bengsch et al., 2018; Thommen et al., 2018). More
importantly, it becomes evident that the potential of reinvigoration by ICB differs between
CD8* Tex subpopulations, meaning that additional alterations restrain exhausted T cell
functions (Pauken et al., 2016; Philip et al., 2017; Scott et al., 2019). Interestingly, both CD226
and CD226* cells were found among tumor infiltrating Tex cells with similar IC expression. Still,
CD226™ TILs consistently had lower effector functions and proliferation than their CD226*
counterparts. In addition, anti-PD-1 immunotherapy failed to restore effector functions of TILs

lacking CD226 expression. Thus, the absence of CD226 activation receptor might represent a
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yet underappreciated molecular mechanism limiting intratumor T cell responsiveness and

correlating with their exhausted state independently of inhibitory receptors.

Although several predictive factors such as CD8* T cell infiltration (Tumeh et al., 2014), PD-L1
expression (Larkin et al., 2015) as well as tumor neo-antigen load (Rizvi et al., 2015) were
identified in the past, it remains still unclear why some patients respond to ICB therapy while
others do not. Thus, understanding the molecular mechanisms underlying effective responses
to ICB therapy remains an intense field of investigation. Recently, it was demonstrated that
PD-1/PD-L1 signaling suppresses T cell function via inactivation of CD28 signaling rather than
TCR signaling (Hui et al., 2017) and that CD28/B7 pathway plays a crucial role in the efficacy
of anti-PD-1 treatment (Kamphorst et al., 2017). However, the efficacy of anti-PD-1 may also
rely on additional co-stimulatory signals as demonstrated by a recent study showing that PD-
1/PD-L1 pathway is a negative regulator of CD226 signaling and that the anti-tumor effect of
PD-1 and GITR antibody combination was abrogated in the absence of CD226 (Wang et al.,
2018). The importance of CD226 for cancer immunotherapy was also evidenced during our
review process by Jin et al. in the context of anti-TIGIT mAb treatment (Jin et al., 2020). Our
study demonstrating that anti-PD-1 immunotherapy fails to restore effector functions of TILs
lacking CD226 expression not only confirms the importance of signals provided by CD226 in
anti-PD-1 efficacy but also highlights a novel mechanism of tumor resistance to ICB through
the loss of CD226 expression. Thus, the extent of CD226° CD8* T cells accumulating in the
tumor microenvironment may represent an attractive parameter to consider for predicting
ICB efficacy in cancer patients especially given the high CD226 variability observed among
cancer patients in our study. In line with this idea, Braun et al. indeed showed in their
accompanying manuscript, that the response to ICB in pre-treatment biopsies of melanoma

patients significantly correlated with the presence of CD226*CD8* T cells (Braun et al.).

A better understanding of the tumor signals involved in CD226 loss is required as they may

represent interesting targets to restore CD8* T cell anti-tumor functions and immune
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checkpoint efficacy. CD226 engagement by its ligands, especially CD155, was previously
shown to decrease CD226 surface expression on tumor infiltrating NK and T cells (Li et al.,
2018b). Braun et al. in their accompanying manuscript unraveled the underlying mechanism
of CD155-induced loss of CD226. Upon engagement with CD155, they found that CD226
phosphorylation at Y319 enabled its binding to the ubiquitin-ligase Cbl-b leading to its the
internalization and proteasomal degradation (Braun et al.). Although, CD155-induced
posttranslational regulation is important in regulating CD226 expression in the tumor context,
our results suggest the existence of additional mechanisms occurring at the transcriptional
level. Interestingly, we found that tumor induced CD226 loss was blunted in the absence of
Eomes. Conversely, Eomes overexpression promoted the accumulation of dysfunctional
CD226°CD8" T cells and once again this phenomenon was blunted in the absence of Eomes.
While these results demonstrate the implication of Eomes in CD226 loss, the mechanisms
underlying CD226 transcriptional repression remains to be further addressed. Still,
recruitment of Eomes to a regulatory region of the Cd226 gene suggests that Eomes may
directly regulate CD226 expression. Several studies suggested that the level of Eomes
expression may distinguish two different T cell exhaustion stages induced by chronic antigen
exposure (Blackburn et al., 2008; Buggert et al., 2014; Paley et al., 2012). In chronic viral
infections, Eomes" Tex cells expressed higher levels of inhibitory receptors, had reduced
effector functions, and did not respond to anti-PDL1-mediated reinvigoration as compared to
Eomes'® Tex cells (Blackburn et al., 2008; Paley et al., 2012). Dissecting the exact role of Eomes
in T cell dysfunction was complicated by the function of this TF in effector CD8* T cell program
and memory maintenance (Intlekofer et al., 2005; Kaech and Cui, 2012). Recent evidence
suggests that low Eomes expression is required for anti-tumor effector T cell expansion and
tumor control, while its overexpression favors T cell exhaustion and tumor outgrowth (Li et
al., 2018a). Although Eomes was implicated in the up regulation of several immune
checkpoints such as PD-1 and Tim-3, our results suggest that CD226 loss may also participate

to the terminal exhaustion program associated with Eomes overexpression.

CD137 agonists were shown to stimulate CD8" T cell-dependent anti-tumor immune
responses and promote tumor regression in a variety of mouse tumors (Guillerey et al., 2015;

Melero et al., 1997). Still, thus far early clinical trials have revealed limited anti-CD137 mAb
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efficacy in cancer patients (Chester et al., 2018) and anti-CD137 agonists were shown to
suppress clinical symptoms in several mouse models of autoimmunity (Choi et al., 2006; Kim
et al., 2011; Seo et al., 2004; Sun et al., 2002). Some of the beneficial effects of anti-CD137
agonists in autoimmune models were ascribed to the expansion of a regulatory population of
CD8* T cells that express CD11c producing high levels of IFN-y (Choi et al., 2006; Kim et al.,
2011). Our results suggest that CD226 loss induced by Eomes overexpression may also account
for the immune regulatory function of CD137 and that preserving CD226 expression may

increase the efficacy of this treatment in human cancer patients.

Although immunotherapy has represented a major breakthrough in cancer treatment, clinical
responses are observed only in a fraction of treated patients and cancer types. Therefore, one
of the major current research challenges now resides in the identification of novel
mechanisms restraining anti-tumor immune functions. We and Braun et al. have
demonstrated that CD226 expression represents a critical rheostat for anti-tumor functions of
CD8* T cells and that Eomes-dependent and/or CD155-induced CD226 loss represents a major

tumor immune escape mechanism.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: The absence of CD226 identifies hypo-responsive human CD8* T cells.

(A) Representative FACS histogram and graph showing the expression of CD226 by healthy
donor (HD) peripheral blood CD8* T cells. n=77 HD. (B) Graph showing the relative frequency
of the indicated TCRvf3 among CD226" (blue) and CD226*(red) CD8* T cells. Representative
from n=20 HD. (C) Representative FACS histograms and graph showing the percentages of
CD226" in the indicated CD8* T cell subsets. n = 77 HD. (D) Representative FACS histograms
and graph recapitulating the proliferation of purified CD226~ and CD226* CD8* Tn, Tcm and
Tems activated by a-CD2/CD3/CD28 microbeads for 6 days. n=7-14 HD. (E) Representative
FACS plots showing the proliferation of purified CD8* T cells activated by allogeneic DCs or
CMVpp65 peptides for 6 days. n=3 HD. (F) Graph showing the concentrations of the indicated
cytokines in the culture supernatants of purified CD226" and CD226* CD8* Tems stimulated
with a-CD2/CD3/CD28 microbeads for 48 hrs. From n=5 HD. (G) Representative FACS plots
showing the expression of CD107a degranulation marker and the intracellular production of
IFN-y and TNF-a. by CD226™ and CD226* CD8* T cells activated by FcyR* P815 cell line coated
with a-CD3 mAbs (OKT3, 1ug/ml). n=5 HD. (H) Representative graph showing calcium influx
by CD226™ and CD226* CD8* T cells activated with a-CD3 (OKT3, 10ug/ml). Representative
from n=4 HD. (1) Graph showing the expression of phosphorylated (p) SLP76 by CD226  or
CD226* CD8* Tems stimulated with a-CD3 (OKT3, 10ug/ml) for O, 1 or 5 minutes. n=5 HD. (J-
K) Purified CD226  or CD226* CD8* Tems were stimulated with a-CD3 (OKT3, 10 pg/ml) for O,
1 or 5 minutes. Western blots using antibodies directed against the indicated total and
phosphorylated (p) proteins are shown. Representative experiment from n=3 HD. Data are
presented as mean * SEM with each symbol representing an individual HD. Statistical
differences between multiple groups were determined by one-way ANOVA with Tukey’s
correction (C). Statistical differences between two groups were determined using Mann-

Whitney test (D), unpaired (F) or paired T test (I). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 2: The absence of CD226 alters TCR-induced effector program of CD8* T cells.
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(A-F) A global transcriptomic analysis of HD resting CD226 and CD226* CD8* Tems (n=6/group)
or activated (ACT; n=4/group) by a-CD2/CD3/CD28 for 24 hrs was performed by RNA
sequencing. (A) PCA analysis showing different expression gene profiles between CD226" and
CD226* CD8* Tem samples activated or not. (B) Venn diagram showing the number of genes
differentially expressed between the indicated groups of CD8" Tems (p<0.01, FC> 2). (C)
Volcano plots showing differentially expressed genes between CD226™ and CD226* CD8" Tem
samples, activated (ACT) or not. Selected relevant immune related genes were highlighted.
(D) Log-normalized gene-expression heatmap showing the hierarchical clustering of CD226
and CD226" CD8* Tem samples according to differentially expressed genes between ACT
CD226 and ACT CD226* CD8* Tems. (E) Graph showing gene set enrichment of ACT CD226* vs
ACT CD226° CD8* Tem specific genes analyzed in C7 immune data sets. (F) Table showing GO
term analysis performed on ACT CD226* vs ACT CD226 CD8" Tem differentially expressed
genes. The associated NES and Adjusted p value was indicated. NES and FDR were plotted for

each comparison.

Figure 3: Mechanisms underlying CD226° CD8* T cell dysfunction.

(A-B) CD226™ and CD226* CD8* Tems were stimulated with IL-7 (2ng/ml) for 24hrs and
transduced with GFP control or CD226-GFP lentiviral vectors (LVs) for 48hrs. (A) FACS
histograms and graphs showing the expression of CD226, CD107a, IFN-y and TNF-a in
transduced cells (GFP*) and untransduced cells (GFP) after stimulation with a-CD2/CD3/CD28
microbeads. From n=4. (B) Representative FACS histograms and graphs showing the
expression of CD226 and the proliferation of transduced (GFP*) and untransduced (GFP’)
CD226" and CD226" cells upon stimulation with a-CD2/CD3/CD28 microbeads. From n=4. (C)
Representative FACS plots and graph recapitulating the percentages of CD226™ and CD226*
CD8* Tems stained with m24 mAbs against LFA-1 “extended open” high affinity conformation
after 2hrs in presence of a-CD2/CD3/CD28 microbeads or not (NS). From n=5 HD. (D)
Representative confocal microscopy images showing the expression of CD226 and open LFA-
1 (m24) by CD226  and CD226* CD8* Tems after 2 hrs on a-CD3 (OKT3, 10 pg/ml)-coated wells.
(E) Graphs showing the mean fluorescence intensity of the indicated markers by CD226 and
CD226* CD8" Tems quantified on 15 representative field from 3 different experiments as in

(D). (F) CD226 and CD226* CD8* Tems were transduced with GFP control or CD226-GFP LVs
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for 48 hrs as in (A). Representative FACS plot and graphs recapitulating the percentages of
transduced CD226™ and CD226"* CD8* T cells (GFP*) expressing CD226 and m24 LFA-1 high
affinity open conformation upon stimulation with a-CD2/CD3/CD28 microbeads for 2 hrs.
From n = 5-7 HD. (G) Graph recapitulating the intracellular production of IFN-y and TNF-a. by
CD226™ and CD226* CD8* Tems cells activated by a-CD3 (OKT3, 10ug/ml) for 6hrs in the
presence of control Ig (clg) or blocking anti-LFA-1 mAbs (a-LFA-1). n=8 HD. Statistical
differences between multiple groups were determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-
test analysis. Statistical differences between two groups were determined using Mann

Whitney test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 4: CD226 absence identifies dysfunctional CD8* tumor infiltrating lymphocytes.

(A) Representative FACS histogram and graph showing the percentage of CD226° CD8* T cells
isolated from the bone marrow (BM) of newly diagnosed multiple myeloma patients (MM;
n=177) and healthy donors (HD; n = 20). (B) Representative FACS histogram and graph showing
the percentage of CD226  CD8"* T cells by paired BM (TIL) or blood (PBMC) CD8* T cells isolated
from MM patients (n = 10). (C) MM patient CD138 BM cells were stained with CTV and
stimulated with a-CD2/CD3/CD28 microbeads for 5 days. Representative histogram and graph
recapitulating the proliferation of CD226 and CD226* CD8* TILs. n=20 MM patients. (D)
Representative FACS plots and graphs recapitulating the expression of CD107a degranulation
marker and the intracellular production of IFN-y and TNF-o. by MM patients’ CD226" and
CD226* CD8" TlLs stimulated with a-CD2/CD3/CD28 microbeads for 6 hours. n = 36 MM
patients. (E) Representative FACS plot and graph showing CD226" frequency by polyclonal and
NY-ESO-1 specific CD8* TILs among HLA-A*02* MM patients with detectable HLA-A*02-NY-
ESO-1-PE multimers staining. (F) MM patient CD138 BM cells were stimulated with HLA-A*02-
NY-ESO-1 specific peptide (1ug/ml) for 6 hrs. Representative FACS plots as well as pooled data
from n=5 HLA-A2* MM patients with positive NY-ESO response are shown. (G) Representative
histograms and graphs comparing the percentage of CD8* T cells lacking CD226 expression in
the blood, healthy distant tissue and tumor biopsies of patients newly diagnosed with lung
cancer (LUAD, n=3), breast cancer (BRCA, n = 10) or ovarian cancer (OC, n=7). (I) CD226
expression correlates with breast cancer prognosis. Graph showing Kaplan—Meier disease-free

(left) and overall (right) survival estimates for CD226high (>median value, n=503) and
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CD226low (<median value, n=503) Breast Cancer patients. RNA sequencing data involving
1006 invasive breast Cancer (BRCA) patients from the TCGA database. Data are presented as
mean t SEM with each symbol representing an individual cancer patient. Statistical analyses
between two groups were performed using a Mann Whitney U test (A, C, D) or paired T test
(B, E, F). Statistical differences between multiple groups were determined by one-way ANOVA
with Tukey’s post-test analysis. Differences in survival and Hazard ratio (HR) were evaluated
with the Mantel-Cox test corrected using the Benjamini-Hochberg method. *p<0.05,

*¥p<0.01, ***p<0.001.

Figure 5: Tumor development promotes dysfunctional CD226° CD8* T cell accumulation.

(A-G) C57BL/6 WT mice were left untreated or injected with B16F10 melanoma (s.c 5 x 10°
cells) or VK12653 myeloma cell line (2 x 10° cells, i.v). (A) Representative FACS histograms
showing CD226 expression by CD8" Tem (CD44"CD62L’), Tcm (CD44MCD62L*) and Tn
(CD44'°“CD62L") cells isolated from the spleen of non-tumor bearing mice or the indicated
tumor lesions. Pooled data from at least 4 independent experiments. (B) Graph showing the
percentages of CD226 cells among Tn, Tcm and Tem CD8* TlLs isolated from B16F10 tumors
19 days post injection. Pooled data from at least 4 independent experiments. (C) Graph
showing the percentage of CD226° CD8* Tems isolated from the spleen of WT C57BL/6 mice
(Naive spl) or from tumor, draining lymph nodes (DLN), non-DLN (NDLN) and spleen of B16F10
tumor-bearing mice at day 19 post-tumor inoculation. (D) Graphs showing the percentage of
CD226° CD8* TlLs 13 and 19 days after B16F10 injection and tumor volumes in mice with a low
or high percentage of CD226° CD8* TiLs. n = 16-30 mice/group. (E) Graphs showing the
percentage of CD226 CD8* Tems in the BM of mice 0, 14, 21 and 35 days after VK12653 MM
cell injection and MM cell percentage in mice with a low or high percentage of CD226° CD8*
TILs. n = 18-33 mice per group. (F) Graph recapitulating the percentages of tumor infiltrating
CD226™ and CD226* CD8* Tems expressing Ki67 proliferation marker 19 days after B16F10
injection. (G) Graphs showing the intracellular production of IFN-y and TNF-o. by CD226* and
CD226°CD8* TiLs isolated from B16F10 bearing mice upon re-stimulation with a-CD3/CD28 for
6hrs. Pooled data from 3 independent experiments n=12. (H-J) 10’ ova-specific OT-1

splenocytes were injected i.v into WT mice that were subsequently injected s.c with B16F10
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or B16F10-ova tumors. (H) Schematic representation of the experimental design. (I)
Representative histograms and graph showing CD226 expression by OT-1 CD8* Tem:s isolated
from the spleen or tumors. (J) Representative FACS plots and graph showing CD226 expression
by Va2*VB5* OT-1* or Vai2'VB5 endogenous polyclonal TiLs isolated from B16F10-ova tumors.
Pooled data with from 2 experiments. Data are presented as mean + SEM with each symbol
representing an individual mouse. Statistical differences between multiple groups were
determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis and differences between two
groups were assessed using a Mann Whitney U test (D, E) or paired T test (F, G, J). *p<0.05;
**p<0.01, ***p<0.001.

Figure 6: Tumor-induced CD226 loss limits immune checkpoint blockade efficacy.

(A) Representative density plots and graphs showing the expression of PD-1, TIGIT, CTLA-4,
LAG3 by CD226" (blue) and CD226* (red) CD8"* TlLs isolated from B16F10 bearing mice after 19
days. (B) Representative histograms and graphs showing PD-1 and Tim-3 expression by CD226"
and CD226" OT-1 CD8* Tems isolated from the spleen or B16F10-ova tumors as in Figure 5 H.
(C) Graphs comparing the expression of the indicated immune checkpoints on CD226 and
CD226* CD8* TILs isolated from ovarian cancer samples (n = 8 patients). (D-1) Groups of
C57BL/6 wild type (WT) and Cd2267 mice were injected s.c. with B16K1 melanoma cells. Mice
were treated on days 6, 9, 12 with clg (200 pg i.p.) or anti-PD-1 (200 pg i.p., RMP1-14). Some
Groups of WT mice received clg (panel E, 100 ug i.p.; panel I, 250 pg i.p.), anti-CD8[3 (100 pg
i.p.) anti-ASGM1 (50 pg i.p.) and/or anti-CD226 (250ug i.p) on days 5, 6, 13 and 20. Tumor
diameter was measured every 2-4 days. (D) Schematic representation of the experimental
design. (E) Graph comparing the tumor growth of mice treated or not with anti-PD1 depleted
or not of CD8 or NK cells. Data representative of 2 independent experiments with n=5-
6/group. (F) Representative FACS plots and graphs showing the percentages of Ki67*
proliferating CD226™ and CD226* CD8* TiLs isolated from Ig control (clg)- or anti-PD-1-treated
B16K1 bearing mice. Pooled data from 3 independent experiments with n=10-12. (G) FACS
plots and graph showing the intracellular production of IFN-y by CD226 and CD226* CD8* TILs
isolated from clg or anti-PD-1 treated B16K1 bearing mice upon in vitro re-stimulation with a-
CD3/CD28 mAbs for 6hrs. Pooled data from 3 independent experiments with n=10-12. (H)

Graph comparing the tumor growth of WT or Cd2267- mice treated or not with anti-PD1. n=7-
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10 mice/group. (1) Graph comparing the tumor growth of clg- or anti-PD-1-treated WT mice
injected with clg, CD226 blocking and/or CD8 depleting antibodies. n=5 mice/group. Data are
presented as mean + SEM with each symbol representing an individual mouse. Statistical
differences between two groups were assessed using paired T test and differences between
multiple groups were determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis.
Differences in survival were evaluated with the Mantel-Cox test. *p<0.05; **p<0.01,

***1<0.001.

Figure 7: CD226 loss depends on Eomes expression.

(A) Graph showing normalized Eomes mRNA transcripts of CD226" and CD226* CD8" Tem
activated with a-CD2/CD3/CD28 microbeads or not (NS) detected by RNA sequencing
depicted in Figure 2. (B) Representative FACS plots and graphs showing Eomes expression by
CD226 and CD226* CD8* T cells from the blood of HD (n = 15) and from the BM of newly
diagnosed MM patients (n = 22). (C-E) CD4®x Eomes//f (Eomes*®) and CD4"W'x Eomes//!
(Eomes™T) mice were injected with B16F10 tumor cells. Representative FACS plots (C) and
graphs (D) recapitulating the expression of Eomes among CD226* and CD226  tumor
infiltrating CD8* Tems. (E) Graph showing the percentages of CD226 cells among CD8* TiLs
isolated from Eomes*® and Eomes"T mice. Data are from 2 pooled experiments with n = 8-10
mice/group. (F-G) Representative density plots (F) and graphs (G) showing CD226 and Eomes
expressionby CD8* T cells isolated from the spleen of C57BL/6 wild type (WT) and CD2-Eomes™
mice. From 2 independent experiments with n=3 mice/group. Data are presented as mean +
SEM with each symbol representing an individual mouse. Statistical differences between
multiple group were determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-test analysis and
differences between two groups were assessed using paired t test (B) or Mann-Whitney (D, E

G). *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 8: CD226 loss restrains CD8* T cells antitumor functions.
(A-B) C57BL/6 WT mice were treated with anti-CD137 mAbs (100 ug; 3H3, i.p) for the indicated
period. (A-B) Schematic representation of the experimental design, representative histograms

(A) and graphs (B) showing Eomes and CD226 expression by spleen CD8* T cells during anti-
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CD137 treatment. (C) Graph comparing the expression of Eomes by the indicated CD8* T cells
isolated from clg- or anti-CD137-treated mice. n=10 mice/group from 2 pooled experiments.
(D) FACS plots and graph showing the percentage of CD226°CD8* Tems isolated from the blood
of CD4<ex Eomes™f (Eomesk®), CD4"x Eomes™/ (Eomes"®t) and CD4Wx Eomes™/f (Eomes"T)
mice treated with anti-CD137 mAbs. n = 8-10 mice/group from 2 pooled experiments. (E)
Graph showing the percentages of CD226°CD8"* T cells in the spleen of Cd1557- and WT mice
treated with anti-CD137 mAbs (red) or 1gG control (black). (F-G) WT mice were treated for 2
weeks with anti-CD137 mAbs (100ug; 3H3, twice a week) and splenic CD226* and CD226 CD8*
Tems were sorted by flow cytometry and re-stimulated with a—CD3/CD28 mAbs. (F)
Representative histogram showing the proliferation of CTV-labeled CD226" and CD226" CD8*
Tems after 4 days. (G) Graphs showing IFN-y and TNF-a levels in the supernatant of the
corresponding cultures after 24 Hrs of stimulation. Data are pooled from 5 independent
experiments. (H) OT-I mice were treated with anti-CD137 mAbs for 2 weeks and splenic CD8*
Tems were purified and activated in vitro with a—CD3/CD28 mAbs or ova-peptide for 6hrs.
Graphs showing the expression of CD107a and TNF-a by CD226* and CD226° CD8* OT-1 cells.
n=7 mice/group from 2 independent experiments. (I-K) TCR transgenic Pmel mice were
stimulated with anti-CD137 mAbs and sorted into CD226* and CD226 CD8* Tems. B16F10
tumor (10-20mm?) bearing mice were left untreated (control) or injected with the indicated
Pmel sorted T-cells. Mice pre-conditioned by cyclophosphamide injection were stimulated
with a recombinant adenoviral vector vaccine expressing hgpl00 and three intratumor
injections of TLR ligands CpG and poly(l:C). (I) Schematic overview of ACT model, where C=
cyclophosphamide, V= Adenovirus encoding hgp100 (=Pmel) and TLR= intra-/peri-tumoral
injection of CPG and poly(l:C). (J-K) Graph showing tumor area (J) and Kaplan-Meier survival
curves (K) of B16F10 bearing mice. Data depicted are representative of two experiments. Data
are presented as mean + SEM with each symbol representing an individual mouse. Statistical
differences between multiple group were determined by one-way ANOVA with Tukey’s post-
test analysis (B-E, H, J) and differences between two groups were assessed using Mann-
Whitney (G). Differences in survival were evaluated with Mantel-Cox log rank (K). *p<0.05;

**p<0.01, ***p<0.001.
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STAR Methods

Contact for Reagent and Resource Sharing
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be

fulfilled by the Lead Contact, Ludovic Martinet (ludovic.martinet@inserm.fr)

Human samples

Healthy donors. PBMC obtained from the Etablissement Francais du Sang (EFS, Toulouse) were
isolated by Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) density centrifugation. Unprocessed human bone
marrow (BM) aspirates from healthy donors were purchased from Lonza (Switzerland).
Cancer patient’s samples. Fresh BM aspirates and peripheral blood from patients with
myeloma were collected at the time of diagnosis or relapse in the Institut Universitaire du
Cancer de Toulouse-Oncopole (IUCT-O, Toulouse) through the intergroupe francophone du
myélome network. BM samples were depleted of malignant plasma cells using anti-CD138-
coated magnetic beads (Miltenyi Biotec, France). Samples from newly diagnosed NSCLC,
breast or ovarian cancer patients were obtained from surgical resections performed in the
IUCT-O (Toulouse, France). Tumor specimens were processed by mechanical dissection and
single-cell suspensions were freshly analyzed or cryopreserved. All cancer patients gave
written informed consent and collection was approved by French Committee for the

Protection of Persons (CPP; DC-2012-1654) as well as by local IUCT-Oncopole review boards.

Flow cytometry

Single cell suspensions were stained according to standard protocols with previously
described anti-mouse and human antibodies listed in the STAR*Methods section. Antibodies
were purchased from miltenyi biotec, eBioScience, BioLegend, or BD Biosciences. Surface
staining was performed with mAbs for 30 min at 4°C in PBS supplemented with 2% FCS and 2
mM EDTA. MM patient CD8* T cells were stained with PE-labeled HLA-A2/NY—ESO-1157-165
(SLLMWITQA) multimers as described previously (Guillerey et al., 2018). For the intracellular
staining, cells were fixed and permeabilized using BD Cytofix/Cytoperm permeabilization kit
(BD Biosciences) or Transcription Factor Fixation/Permeabilization kit (Thermofisher). Data

were collected with LSR Il or Fortessa X20 flow cytometers (BD Biosciences) and analyzed with
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Flowlo software (TreeStar). Dead cells and doublets were excluded by LiveDead staining

(Thermofisher).

CD8* T cell isolation

Primary human tumor biopsies were manually dissociated and digested enzymatically with
Tumor Dissociation Kit (Miltenyi Biotec) and then incubated at 37°C for half an hour. After
incubation, digested tumors were mashed through 70um filters and tumor infiltrating
lymphocytes were enriched by using CD8 or CD45 microbeads (Miltenyi Biotec). CD8* T cells
were enriched with the appropriate negative selection kits (Miltenyi biotec) from Human
PBMCs, MM patient’s BM samples, Ovarian and lung cancer biopsies, mouse spleen or tumors
and were stained in PBS with 0.5% SVF and 2 mM EDTA containing fluorochrome-conjugated
antibodies listed in the listed in STAR*Methods section. The indicated CD8* T cell subsets were
then highly purified based on CD226, CD45RA and CD62L expression (human) or CD226, CD44
and CD62L expression (mouse) using Aria Fusion (BD biosciences) or MoFLo Astrios (Beckman

Coulter) cell sorters.

Human T cell functional assays

The indicated CD8" T cell subsets purified from HD or cancer patients were stimulated with
plate bound a-CD3 mAbs (clone OKT3 or UCHT1, Bioxcell), anti-CD2/CD3/CD28 microbeads (T
cell expansion kit, Miltenyi Biotec), CytoStim (Miltenyi Biotec), monocyte-derived allogeneic
mature dendritic cells, CMVpp65 peptide pools (PepTivator® Miltenyi Biotec) or NY-ESO-
1157-165 analog (SLLMWITQA, Peptide 2.0 Inc, 1 ug/ml) in RPMI 1640 medium (ThermoFisher
Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum (ThermoFisher Scientific) and L-
glutamine (SIGMA Aldrich). Intracellular cytokine staining was performed after 6 hrs in the
presence of APC-conjugated a.-CD107a (H4A3, BD bioscience) and Golgiplug (BD biosciences).
Alternatively, cells were stained with Cell Trace Violet (CTV, Thermo Fisher Scientific) prior to
stimulation followed by CTV dilution assessment 5 days later. Cytokine levels were measured
in the cell culture supernatants by CBA (BD Biosciences) after 48 hrs. Cytotoxic capacities of
CD8* T cells were assessed in co-cultures with P815 mastocytoma cell line coated with the
indicated concentrations of anti-CD3 mAbs at a 2:1 effector: target ratio. Where indicated,
mAb against TIGIT (Clone MBSA43, Thermo Fisher scientific)) CD96 (Clone NK92.39,
Biolegend), CD226 (clone DX11, Abcam), CD112 (clone TX31, Biolegend), CD155 (clone SKIl.4,
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Biolegend) or LFA-1 (Clone TS1/18, BioXcell) or irrelevant 1gG1 (clone MG1-45, Biolegend)
were added to cultures at a final concentration of 10ug/ml. For the detection of the high-
affinity form of LFA-1, CD8"* T cells were activated for 2 hrs. Previously described m24 mAb
(Petit et al., 2016) directed against the extended/open high affinity conformation of LFA-1 (2

ug/ml; clone 24, Biolegend) were added into the culture for the last 30 minutes of the assay.

Monocyte-derived mature dendritic cells

Monocytes were isolated from PBMCs with CD14* immunomagnetic beads (Miltenyi
Biotech) as described by the manufacturer recommendations. Isolated CD14* cells were
cultured in complete RPMI 1640 medium with GM-CSF (100 ng/mL) and IL-4 (50 ng/mL) for
5 days. Mature dendritic cells were obtained by adding TNF-a (50 ng/ml), IL-1B (50 ng/ml)
and IL-6 (50 ng/ml) for two additional days and used in functional assays after phenotypic

analysis.

Lentiviral vector production

Human tagged CD226 cDNA (NM_006566, Origene) was cloned into PCDH-EF1-copGFP-T2A-
Puro vectors kindly provided by Kazuhiro Oka (Addgene plasmid # 72263;
http://n2t.net/addgene:72263; RRID : Addgene_72263). Lentivirus pseudotyped with a
baboon retroviral envelope glycoprotein (BaEV-LVs) and measles virus glycoprotein-displaying
LVs (hemagglutinin and fusion protein LVs [H/F-LVs]) that efficiently transduce IL-7 stimulated
primary human T lymphocytes were used (Girard-Gagnepain et al., 2014; Levy et al., 2017).
Self-inactivating HIV-1-derived vectors encoding CD226 and/or GFP, were generated by
transfection of 293T cells as described in detail elsewhere (Levy et al., 2017). Eighteen hours
after transfection, the medium was replaced by Opti-MEM supplemented with HEPES
(Invitrogen). Viral supernatants were harvested 48 hrs after transfection and filtered. The
vectors were concentrated at low speed overnight at 3000g at 4°C. Infectious titers (in
transduction units [TU]/ml) were determined by fluorescence-activated cell sorting (FACS) of
target cells using serial dilutions of the supernatants added to the 293T cells. Alternatively,
highly concentrated CD226 and/or GFP Integrative lentiviral vectors™ that also efficiently
transduce IL-7 stimulated primary human T lymphocytes were purchased (Flash Therapeutics)

and used to transduce CD8* T cells in proliferation and LFA-1 functional experiments.
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Transductions of human CD8* T cells

10° FACS sorted CD226™ and CD226* CD8* Tems were cultured in RPMI complete medium
supplemented with IL-7 (1-2 ng/ml) for 24 hrs and transduced with either control-GFP or
CD226-GFP lentivirus on retronectin-coated 96-well plate at a MOI of 2-10. After 48 hrs, cells

were analyzed for GFP expression and tested in functional assays.

TCR signaling analysis

Sorted CD226 and CD226* CD8* Tem cells were stimulated with a.-CD3 mAbs (10 pg/ml; UCHT-
1- Thermo fisher) followed by goat anti-mouse Fab’2 secondary antibody (20 pg/mL; Jackson
ImmunoResearch) cross-linking or with plate bound a-CD3 (OKT3, eBioscienes, 10ug/ml) for
indicated time. Cells were then homogenized in RIPA lysis buffer (Sigma-Aldrich)
supplemented with complete protease inhibitor tablet (Roche). Cell extracts were separated
by SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes (Bio-Rad). Immunoblots were performed
with phospho-specific antibodies (Cell Signaling Technology) to PLC y1 (Tyr783), ZAP-70
(Tyr319), LAT (Tyr191), ERK1/2 (Thr202 and Tyr204) and AKT (Ser473) followed by appropriate
HRP-conjugated secondary antibodies (Cell Signalling technology). The proteins were
visualized by ECL-Plus (GE Healthcare) using Pxi (Syngene) or ImageQuant LAS 500 (GE
Healthcare Life Sciences) imaging systems. For phospho-specific flow cytometry, purified CD8*
T cells were incubated with biotin-conjugated o-CD3 (10 pg/ml; OKT3) for 15 min on ice,
washed with ice-cold PBS and incubated with cross-linking anti-biotin secondary antibody on
ice for additional 15 minutes. Cells were then stimulated at 37°C for the indicated times. Cells
were fixed with pre-warmed Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 10 min and
permeabilized with Perm Il solution (BD Biosciences) for 30 min on ice. Cells were washed in
FACS buffer solution and stained with anti-SLP76 (Y128) and anti-CD247 (Y142) for 1 hr and
phosphoproteins were detected by flow cytometry. Investigation of intracellular calcium flux
in CD8* T cells was performed according to previous protocols (Lee et al., 2012) using Calcium
Assay kit (BD Biosciences). Briefly calcium dye-loaded CD8* T cells were coated with a-CD3
mADbs (10 pg/ml; OKT3) for 15 min on ice, washed with ice-cold PBS and activated with goat
anti-mouse Fab’2 secondary antibody at 37°C (13 pg/ml) before flow cytometry analysis of

calcium influx.

Confocal microscopy
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Eight-well p-slides (Ibidi) were coated overnight with poly-L-lysine (Sigma-Aldrich) and anti-
CD3 (clone OKT3, 10 ug/ml). 4 x 10* CD226™ or CD226* CD8* Tems freshly purified by FACS
using AF488 conjugated anti-CD226 antibodies (Clone 11A8) were plated in complete medium
for 2 hrs at 37°C. LFA-1 open extended conformation m24 antibody labelled with Alexa Fluor™
647 Antibody Labeling Kit (thermofisher) was added for the last 30 min of the assay. After 3
washes (PBS, BSA 3%, HEPES 1%) cells were fixed in PBS containing 3% PFA for 3 min a 37°C.
Nuclear counterstaining was performed with DAPI (1/3000) for 5 minutes at 37°C. Slides were
mounted using Fluoromount™ medium (Thermofisher) and analysed under Fast Airyscan
LSM880 Confocal microscope (Zeiss) with 60x oil objective. The cell intensity of each

fluorochrome was quantified on 15 representative fields by condition using ImageJ software.

Library construction for RNA sequencing

Total RNA was extracted from freshly FACS purified CD226  or CD226" CD8* Tems or activated
for 24 hrs with anti-CD2/CD3/CD28 microbeads (T cell expansion kit, Miltenyi Biotec) using
RNeasy micro kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instruction. The quality of the
isolated total RNA from each sample was checked on 2200 Tapestation System (Agilent, Santa
Clara, USA) using the RNA ScreenTape assay and the quantitation was performed using the
NanoVue Plus Spectrophotometer (Biochrom Ltd, Cambridge, UK). 100-300 ng of total RNA
per sample with a RNA integrity number >8 were used for library preparation. The RNA-Seq
library preparation was performed using TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit
(Hlumina, San Diego, Calif) according to the manufacturer’s instructions (High Sample
Protocol). The RNA-Seq libraries were checked on the 2200 Tapestation System (Agilent) using
the High-Sensitivity DNA 1000 ScreenTape assay. Libraries were quantified by qPCR on a
LightCycler 480 System (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, Calif) using KAPA Library
Quantification Kit for lllumina platforms (Kapa Biosystems, Boston, Massachusetts). Libraries
were then pooled in equal quantities, checked and quantified using same techniques (2200
Tapestation and LightCycler 480). Paired-end sequencing (2 x 150 bps) of these libraries was
performed on a NextSeq 500 Illumina sequencing platform (lllumina) by 2 successive runs
using NextSeq 500 High Output kit v2 (lllumina) generating in average 20 million pairs of reads
per sample. RNA-Sequencing data from the CD138-fractions of 73 newly diagnosed MM
patient BM aspirates have already been described (GSE63473; (Nakamura et al., 2018)).

180



RNA-seq bioinformatic analysis

Fastq files were aligned to the Ensembl GRCh38 human reference genome using STAR (version
2.4.2 (Dobin et al., 2013) and gene expression summary was obtained using the Subread
featurecount algorithm (version 1.4.6) (Liao et al., 2014). Read counts were normalized using
the DESeq function (Love et al., 2014) retaining only genes expressed (more than 10 aligned
reads) in at least 50% of samples. Principal component analysis (PCA) was created from
normalized reads as described previously (Varet et al.,, 2016). The R packages Sartools
(https://github.com/PF2-pasteur-fr/SARTools) using DESeq2 (Love et al., 2014) was used to
perform differential gene expression analysis (Love et al., 2015). Genes differentially
expressed with p value <0.01 and FC>2 with Benjamini-Hochberg (BH) multiple testing
correction at 1% false-discovery rate (FDR) were considered. To perform the gene set
enrichment analysis, R fGSEA package was used to derive the absolute enrichment scores
using C7 immunologic signatures (The signatures were generated by manual curation of
published studies in human and mouse immunology) of the Molecular Signature Database

version 6.0 (Subramanian et al., 2005).

TCGA transcriptomic analysis

Gene expression data (RNA-seq) of TGCA cohorts was accessed through the cBioportal for
Cancer Genomics (http://www.cbioportal.org) using the R-based package CGDS-R and
following the TCGA guidelines for the use of TCGA data (https://cancergenome.nih.gov/). For
Kaplan-Meier plots, optimal cutoffs were determined with the survival R package and the Log-

Rank p values were corrected using the Benjamini-Hochberg method.

Mouse Models

Mouse strains were maintained either in the SPF animal facility of the US006 CREFRE-
Inserm/UPS which is accredited by the French Ministry of Agriculture (accreditation number
A-31 55508) or in the SPF animal facility of the QIMR Berghofer Medical Research Institute.
Tumor experiments used both male and female mice between 6 and 12 weeks of age. Donors

and recipients of adoptive T cell transfers were sex matched. Animal experiments were
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conducted and approved by the QIMR Berghofer Medical Research Institute Animal Ethics
Committee and the Ministere de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation
(APAFIS#5614-20 16060815487810 v4) and are in compliance with the French and Australian
regulations on care and protection of laboratory animals. For survival analysis, mice were
monitored daily according to institutional ethic guidelines, and were euthanized when mice
developed signs of reduced mobility including paralysis, hunched posture, or respiratory
distress. All mice used in this study were on a C57BL/6 genetic background. WT mice were
purchased from Janvier laboratories or from the Walter and Eliza Hall institute for Medical
Research. OT1 (Hogquist et al., 1994), Pmel-1 (Overwijk et al., 2003), Cd2267~ (Gilfillan et al.,
2008), Rag2-112rg”’~ (von Scheidt et al., 2014) and Cd8’- (Fung-Leung et al., 1991) have
already been described. Cd1557" mice (Kamran et al., 2013) were kindly provided by the Dr
Yoshimi Takai (Kobe University, Kobe, Japan). Eomes /f x Cd4RE mice (zZhu et al., 2010) were
kindly provided by Anne Dejean (CPTP institute, Toulouse, France). Mice overexpressing
Eomes under the hCD2 promoter (Istaces et al., 2019) were kindly provided by Stanislas

Goriely (IMI, Gosselies, Belgium).

Cell lines, cell culture, plasmids and transduction

Well described MC38 colon cancer cell line, BL6F10 melanoma cell line and variants expressing
constitutively OVA protein (B16F10-OVA) or stably expressing the MHC-I molecule H-2Kb
(B16K1) (Porgador et al., 1989) were used in this study. Cells were cultured in DMEM medium
containing 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS). Cells were tested negatively for
mycoplasma contamination and maintained in culture for a limited number of passages.
Transplantable VkxMYC MM cell line (Vk12653) were kindly provided by Bergsagel. L (Mayo
clinic, USA). Transplantable MM cell line Vk12653 were generated and expanded as previously
described (Chesi et al., 2008; Guillerey et al., 2015). Briefly, these cells were maintained in
Rag2”112rg”- mice to avoid contamination with host-derived lymphocytes as described

previously (Guillerey et al., 2015).

Mouse tumor implantation, tumor digestion and tumor volume measurements
The left flank of mice was shaved and B16F10 (5 x 10°), B16-OVA cells (5 x 10°), B16K1 cells
(10°8), MC38 (2 x 10°) were injected subcutaneously (s.c.) in 100 pl of PBS. Tumor volume were

estimated by measuring the tumor size in two dimensions using a caliper. The tumor volume
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was calculated according the formula (length x width? / 2). Tumors were measured three times
per week. Mice were sacrificed at the indicated time points or when the estimated tumor
volume reached 2 cm3. TILs were analyzed as previously described. Briefly, solid tumors were
excised, manually dissociated and enzymatically digested with Tumor Dissociation Kit
(Miltenyi Biotec) and then incubated at 37°C for 30 minutes. After incubation, digested tumors
were mashed through 70um filters and immune cells were enriched using CD45 microbeads
(Miltenyi Biotec) before TILs analysis. Vk12653 MM cells (2 x 108) were injected i.v. into tail
vein of indicated strains of mice. The percentage of monoclonal Igin the serum was quantified
by serum protein electrophoresis (Sebia Hydrasys system). The phenotype, percentage and
number of BM B220°CD138*CD155*PCs and CD8"* TILs were analyzed by flow cytometry at the

indicated time points as described previously (Guillerey et al., 2015).

Mouse T-cell functional assays

For cytokine production assays, total splenocytes, TlLs or freshly isolated CD8* T cells were
stimulated with plate-bound anti-CD3 (3ug/ml; 145-2C11, BioLegend) and anti-CD28 (1 pg/ml;
37.51, BiolLegend), ova-peptide (Sigma, 10 ug/mL) or with Phorbol myristate acetate (PMA,;
50ng/ml, Sigma) and ionomycin (1ug/ml, Sigma) in the presence of Golgi Plug (BD biosciences)
and/or Golgi Stop (BD Biosciences) for 5 hrs. Intracellular cytokine staining was performed as
described above. For T cell proliferation assay, freshly sorted CD8* T cells were loaded with
CTV (Thermofisher) according to manufacturer’s instructions prior to stimulation. CTV dilution
was analyzed after 4 days. Cytokine levels were measured in the corresponding cell culture

supernatants by Cytometric Bead Array (CBA from BD Biosciences) after 24-48 hrs.

Immune checkpoint blockade treatment

Immune checkpoint blockade treatment (ICB treatment) was started on palpable B16K1
tumors (25-50 mm? volume). Briefly, groups of C57BL/6 wild type (WT) or Cd2267 mice were
injected s.c. with B16K1 melanoma cells. Mice were treated on days 6, 9, 12 (relative to tumor
inoculation) with clg (250ug i.p; 2A3, BioXCell) or anti-PD-1 (250ug i.p., RMP1-14). Some
groups of WT mice received clg (250ug i.p), anti-CD8f (100ug i.p), anti-AsGM1 (50ug i.p)
and/or anti-CD226 (250ug i.p., 480.1) on days 5, 6, 13 and 20. TILs phenotypic and functional
analysis was performed one week after the end of the ICB treatment. Alternatively, MC38 (1

x 10°) were s.c. injected into the indicated strains of mice in a final volume of 200ul (day 0).

183



Mice were treated on days 10, 14, 18 and 22 (relative to tumor inoculation) with clg (250ug
i.p; 2A3, BioXCell), anti-PD-1 (250ug i.p., RMP1-14, BioXCell) or anti-CTLA4 (100ug i.p., 9D9
IgG2a, BMS). Some groups of mice received clg (250ug i.p.) or anti-DNAM-1 (250ug i.p., 480.1)
ondays 9, 10, 14, 17, 20, 24 and 28. Digital callipers were used to measure the perpendicular

diameters of each individual tumor every 2-4 days.

TNFR agonist treatment.

C57BL/6 WT, Eomes 7/f x Cd4°*E, OT-1 or Pmel-1 mice were treated by i.p. injection with anti-
CD137 mAbs (100ug; 3H3,BioXcell, twice a week), anti-mouse OX40 (200ug; OX-86,BioXcell,
twice a week), anti-mouse GITR (200ug; DTA-1-,BioXcell, twice a week) or with control 1gG
(HRPN,BioXcell). After 2-3 weeks, lymphoid organs were isolated for CD8* T cell phenotypic
analysis and functional assays. For dose-response experiments, C57BL/6 mice were treated

with 1, 10 or 100ug of anti-CD137 mAbs twice a week for 2 weeks.

Adoptive T cell Transfer experiments

For tumor adoptive transfer experiments, 10’ OT-1 splenocytes were injected i.v into WT mice
that were subsequently injected s.c with B16F10 or B16F10-ova tumors (5 x 10°; s.c). After 19
days when the estimated tumor volume reached 1-2 cm3, CD8* T cells were isolated from the
spleen and tumors and analyzed for CD226 expression as described above. Alternatively, naive
CD226* CD8* T cells were isolated from the spleen of OT-1 using mouse CD8" T cell isolation
kit (Miltenyi Biotec) and FACSaria™ Fusion (BD biosciences). 10° OT-1 cells were adoptively
transferred by tail vein injection into Rag2”/"lI2rg”- mice bearing B16F10 or B16F10-OVA
tumors for 6 days (5 x 10°; s.c). One week later, CD8* T cells were isolated from the spleen and
tumors and analyzed for CD226 expression as described above. For anti-CD137 treatment
adoptive transfer experiments, either 108 naive CD226* CD8* T cells or 107 OT-1 splenocytes
were transferred by tail vein injection into WT or Rag2”/"112rg”- mice respectively. The blood
was collected by retro-orbital puncture under isoflurane anesthesia 7 days later and CD8* T
cell phenotype was analyzed by flow cytometry. Mice were then treated with 3 injections of
anti-CD137 mAbs (100 pg; 3H3 — BioXcell; i.p) or control IgG (HRPN — BioXcell) and lymphoid

organs were collected for subsequent CD8* T cells analysis by flow cytometry.

Adoptive Cell Transfer (ACT) Therapy
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ACT immunotherapy was performed as previously described (Glodde et al., 2017). Briefly,
when s.c. transplanted B16F10 melanomas reached a size of > 5mm in diameter mice were
preconditioned by a single i.p. injection of 2mg (~100mg/kg) cyclophosphamide in 100 ul PBS
followed by intravenous delivery of 1 x 10° hgp100-specific CD226* or CD226° CD8* Pmel-1 T
cells (in 200ul PBS) the next day. CD226* or CD226° Pmel-1 T-cells were isolated by FACS from
spleens from anti-CD137 mAbs treated mice as described above. 50ug of CpG 1826 (MWG
Biotech) and 50ug of polyinosinic:polycytidylic acid (poly(l:C), Invivogen) in 100 ul PBS were
injected peritumorally 3, 6, and 9 days after adoptive Pmel-1 T cell transfer and tumor growth

and survival monitored.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 Software. Mann-Whitney U test
or paired and unpaired student t test were used for single comparisons between two groups.
For comparison of three or more groups, one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison
test, Holm-Sidak multiple test correction, or non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s
multiple comparison post-test were used. Differences in survival were evaluated with the
Mantel-Cox test. P < 0.05 was considered statistically significant (P<0.05 = *; P<0.01 = **;
P<0.001 = ***),
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evaluzie monocyle subsets as blomarkers of the asotes
Immunclogical stylus. We evaluatod fie comelytons
between cieculating monacyie subsets and Immune

cefls and tumar Burden in pertoneal asotes. Mareover,
to validale the use of circuiating moncoyte subsets
tofolkow tumer progressien and eaInent respores,

we characten2ed biood menocyias from swirian cancer
patiants inchudad in 3 phasa 1 dinical trial ot basalies ind
Totowing mursetamab reaiment

Results \Wa demonstrate hare 3 robust aepansion of

tha interm ediate biood monocyies JBM3) in evirian
cancer patients. We establish a sgnficant postive
corredation Setween |BM percentage and tumor-associate
macrophages with 2 OCRZ™ o183 C0206™
C0BE™profe. Mareover, 1BM expansion is asscciated
with a decreased effectonfreguiviory T-coll rato n asches
and with the presence of soluble Immunosuppressiee
medialzrs. We also establish fat BM proporion pastheely

Trial registration nember EudraCT: 201500425222
NCTO2373755.

INTRODUCTION

Owvarian cancer is the second most commaon
gmecological malignancy and the fourth
leading cause of cancer deaths in women.'
For the past 20 years, the standard treat
ment has been surgical debulking of tumors
followed by chemotherapy with platinum
salts and taxanes in combination. Despite
an initial clinical response in most patients
(T0-80%), recurrence and acquired ress-
tance to platinum salts frequently occur” The
Sayear survival rate for patients with ovanan
cancer is still only 30%, even with the appli-
cation of promising new therapeutic agents,
such as between other angogenesis inhib.
itars, poly-ADPribose  pohmerase  inhibs-
tors’ or inductors of apoptosis like second
mitochondriaderived activator of caspase
mimetics.' The poor prognasis of ovarian
cancers can be explained by the fact that it
s still difficult {1) to detect ovanan cancer
at an carly stage, (2) 1o monitor patients’
response to cancer treatment and adape
therapeutics, and (3) to predict and detect
resistance to drugs In this contexy, there &
an urgent need of new predictive and prog-

?Wi z’:'m'* comsiaine wilh e Naiat biin Vi nastic :;lon.utkrrs l‘!onnni ;o d:.lc. lhfrt
u'mdu".dm' CC BYHE. Mo mmuaua'nw 'IU 'u“ume' is no effective screening tool for this perito-
comersa e See dgts jmmrunath daring the phass clirical el " neal cancer, and one of the best few available
ané parrviesions PO by \Bugs 1y follow the evolsicn of tumer drekpment and the  TUIRoY blomarker, the serum cancer antigen
BN traateent adaphaton. 125 (CA125), has a sensitvity of only 50%.°
forrursdend aliBtoes 100 Concaygions This Study, which Friks IBM level with Recently, the risk of ovarian malignancy algo-
e0d of Fticke, immuncsupprasson ard tumsr buden in perfoneun, rithm, which combines the serum levels of

» igentfies |BMs as apotented prodictive sigiatre of asctes CAT25, human epididymisspecific protein 4
Dv Agris Coste. Immune status and 2s 2 blomarker ofovanan cancer and the patients’ menopausal status, has been
agres cose@uriv thed i development ard treatment response. proposed to evaluate the risk of malignanq'.‘
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However, this algorithm has not been evaluated as predic-
tive blomarker of ovarian cancer in large cobsorts.

Several authors have suggested that monocyte subsets in
the peripheral blood should be evaluated as biomarkers
in several diseases.” Monocytes can be dassified into three
subsets according to CDI4 and CDI16 surface marker
crprrn'oon.’ In healthy domors, the predominant subset,
classical monocytes (CD14"®™ CD16"%), accounts for
approximately 85% of the teal monocyte population.
Of the remaining 15%, 10% are non-classical monocytes
(CD14™ CD]G"") and 5% are intermediate monocvtes
(CDI4™ CD1E"™). An expansion of the CD16positive
monocytes has been well described in different types
of diseases, maostly in infectious or inflimmatory condi-
tions.” This expansion has also been described in some
malignancies, and the frequency of CD16-positive mono-
cvtes has been related to tumor siee and stage in breast
cancer,’ to the invasive character of cholangiocarcinoma’
or to poor patients’ response to immunotherapy in
melanoma.

Sixty percent of women who are diagnosed with ovarian
Cancer present an extensive peritoneal carcinomatosis
associated with the development of twmor ascites. This
peritoneal fluid is a reservoir of a complex mixture of
soluble factors and cellular components which provide an
immuncsuppressive and tumorpromoting microemviron.
ment.'"™ Thus, the identification of specific subsets of
circulating blood monocytes, which are induced by disease
progression and whose expansion can be correlated with
the immunological status of peritoneal ascites, may be an
interesting approach to predict the disease course. Here,
we established a homogeneous cobort of 28 patients
diagnosed with ovarian cancer and characterized circu-
lating blood monocytes and immune cells from perito-
neal ascites at diagnosis, Moreover, to determine the
potential of circulating monocyte subsets as a biomarker
to follow tumor progression and to assess treatment offi.
clency, partcularly mmunotheraples, we also analyzed
circulating blood monocytes from patients with ovarian
cancer included in a phase [ dinical wial with GM102,
also named murlentanab (2 lowducose humanized IgG
subclass 1 (IgGl) anti-Millerian hormone receptor bpe
2 (AMHRII) antibody) at baseline and following trear-
ment. GM102 targess AMHRIL which is expressed in 96%
of human primary granulosa cell tamors' and in around
70% of ovarian cancer cells.*

We demonstrate here an increase in the intermediate
blood monocyte (IBM) subset in patients with ovarian
cancer. This increase is posithely correlated with the
protumoral and immunosuppressve microenvironment
of peritoneal ascites and with the penitoneum tumor
burden. This study demonstrates that the frequency of
blood monocyte populations reflects the situation in the
peritoneum and identifies drculating monocyte subsets
as a potential predsctive signature for ovarlan cancer
progression at diagnosis and following treatments.

Finally, the results obtained from patients included in
a phase 1 chinical wial under GM102 reinforce the use of

blood monocyte profiling as a new strategy to follow up
tumor growth and treatnent response.

MATERIALS AND METHODS

Ascites fluld and blood sample collection

Ascitic fluids and blood samples from indniduals with
ovarian cancer were collected from chemotherapy-naive
patients who underwent a tumor surgical resection at the
Chwudius Regaud Institute (IUCT Oncopole, Toulouse,
France). We also analyzed blood samples of patients
included in a phase Imubticentric clinical rial who under-
went an immunotherapy treatment with murlentamab
(GM102, 4 lowfucose [gG1 ant-AMHRIT antibody). Only
blood samples from the six patients managed by IUCT
were analyvzed. The progression of the disease was estab-
lished by the analysis of tumor markers (CA125 or inhibin
B) and of tumor lesions evaluated by Response Evaluation
Criteria In Solid Tumors (RECIST V.1.1). Blood samples
from healthy volunteers were provided by the French
Blood Establishment (EFS).

Isolation of mononudear cells from bloed and ascites

Blood samples and ascitic fluids were obtained using an
aseptic technique from 28 chemotherapy-naive patients
with ovarian cancer. Blood samples were also obtained
from seven healthy subjects and from sx patients with
ovarian cancer who underwent a tumortargeted immu-
notherapy treatment.

Mononudlear cells were isolated from patients’ blood
and ascites with a Ficoll density gradient (Lymphoprep,
Stemoell Technologies). The fractions containing periph-
eral blood mononudear cells or asatic mononuchear cells
were then washed owo times. Cell number was evaluated
and 250000 cells were stained for fow cytometry analyss

Flow cytomedry

Al analyses were gated on viable cells after live/dead
staining (Molecular Probes LIVE/DEAD Fixable Violet
Dead Cell Stain Kie, Life Technologies).

To swdy blood monocyte populations, CDI4 and
CDI6 were respectively detected  after staning with
CD4PerCPVio700 and CDIGPE antbodies (Mylteny
Biotec). To stady the phenotype of bleod monocytes
and macrophages from ascitic fluid, cells were labelled
with the following antibodiex CD14-PerCPVio700, CCR2-
PEVio770, CDIGS.PEVIoTN, CDS6- Vioblue, TLR-2ZAPC,
CD36.FITC, MHCZAPCVIoTO (Myltenyi Blotec) and
CD206-APC (BD Baosciences). In ascites, analysis of the
percentage of cells expressing studied receptors and/or
the level of expression of the receptors (measured as the
mean fluorescence intensity) was conducted in a popu-
lation of cells characterized by medium-sized granules
(Side Scatter (SSC)™) and the expression of the mono-
oyte/macrophage receptor CDI4.

To study the ascitic lymphocyte population, cells were
labelled with the following antibodies: CD45-Viogreen,
CD3Vicblue, CDEAPCVIOT70, CDEPerCP, CD25PE,
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Patients with ovarian cancer (n=28)
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Leukocytes (G/L) 10.9[4.7-13.5) Normal values: platelets ; 150-450 (G/L), erythrocytes : 4.2.5.2
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Nettrophikie/) 671251081 0405 (GIL), basophils 0-0.1 (GIL), lymphocytes 1-4 (GIL),
Eosinophils (G/L) 0.1[0-0.4) monocytes: 0.2-1 (GIL).
Basophils (G/L) 0.1 [0-0.2]
Lymphocytes (G/L) 1.6[0.6-3.9]
Monocytes (G/L) 0.9[0.4-2. 4]
B Unstained CD16 isotype CD16 isotype + CD14
] 7 w
1 t—— Non-classical
w 1
g g 5 ..t; "
@ @ O w —1— Intermediate
He [ ] A
FscC cD14
c D
Healthy patients Blood monocyte subsets
s | ‘§ 100 nind *  Healthy patients (n=7)
k| N 1l ical 3; 80 ' Tl *:. ¥ Pabents with ovanan cancer (n=28)
=3 i v
g fiel ® O ou
(%] & g
EY w
3 E T
Classical S5 ¥ hi i
B 5 ool T eV iy
o wh omt et & fevsiol  Inardiats Hon-dassioal
cD14 COW™ g™ COW™® CoN™  COW Lo
Figure 1 Characterization of blood monocyte subsets at diagnosis from healthy subjects and patients with ovarian cancer. (A)

Complete blood counts of 28 patients with ovarian cancer. (B-D) Blood monocyte subsets from healthy subjects and patients
with ovarian cancer were characterized by flow cytometry after CD14 and CD16 staining. Blood monocyte subset analysis was
conducted in a population of cells characterized by SSC™ and the expression of the monocyte/macrophage receptor CD14.
(B) Gating strategy for the identification of the three monocyte subsets. (C) Dot blot of representative data for both analyzed
groups. (D) Quantification of classical (CD14"9" CD16"9), intermediate (CD14"¢" CD16"") and non-classical (CD14"°" CD16"9")
monocytes. Results correspond to mean+SEM. ***P<0.001 compared with the respective monocyte subset in healthy subjects.
P values were determined using an analysis of variance followed by Bonferroni’s multiple comparisons test. FSC, Foward
scatter; PBMC, peripheral blood mononuclear cell; SSC, Side scatter.

CD56-APC, CD19-PEVio700 and CD183-FITC (Myltenyi
Biotec). For intracellular staining, cells were fixed
and permeabilized with the FoxP3 staining buffer set
(Myltenyi Biotec) and stained with the FoxP3-APC anti-
body (Myltenyi Biotec).

Appropriate fluorochrome-matched isotype antibodies
were used to determine non-specific background staining.
All stainings were performed on 100pL of phosphate-
buffered saline (PBS) solution without calcium and
magnesium (PBS-/-) and 1% heat-inactivated fetal calf
serum. A population of 10,000 cells was analyzed for each
data point. All analyses were carried out in a BD Fortessa
flow cytometer with Diva software.

For ascitic fluid cytokine titration, a multiplex bead-
based immunoassay was used according to the manu-
facturer’s instructions (LEGENDPlex Mix and Match
System, Biolegend).

Statistical analysis

For blood monocyte comparison between healthy
subjects and patients with ovarian cancer, the data
were subjected to analysis of variance followed by the
Bonferroni’s multiple comparisons test. Spearman
rank correlation was used to investigate the relation-
ships between IBMs and immune/clinical parameters
of patients with ovarian cancer. Analysis was performed
using GraphPad Prism V.7.0. A p value of <0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

€D14"9" CD16"" IBM frequency is increased in patients with
ovarian cancer

In our cohort of chemotherapy-naive patients with
tovarian cancer (see online supplementary table 1 for
clinical parameters of subjects), complete blood count
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revealed a slight increase in leukocyte concentration
compared with normal values established in healthy
subjects (figure 1A). Moreover, although the blood
counts of some patients with ovarian cancer deviate
from healthy subject reference intervals, the average
concentrations for leukocyte subtypes and other blood
cells did not show any significant change in regard to
normal values (figure 1A).

Human blood monocytes are heterogeneous and are
classified into three subsets based on CD14 and CD16
expressions. Fluorescence-activated cell sorting anal-
ysis performed in the blood of patients with ovarian
cancer demonstrated that the proportions of mono-
cyte subsets were altered (figure 1B-D). As expected,
in healthy subjects (n=7), classical monocytes (CD14™¢"
CD16"®) represented 85%-90% of total monocytes,
whereas non-classical (CD14"" CD16"#") and inter-
mediate (CD14"8" CD16'Y) populations, these repre-
sented only 5%-10% (figure 1C,D). Interestingly, in 28
chemotherapy-naive patients with ovarian cancer, there
was a significant increase in CD14"8" CD16"" mono-
cytes (on average, 34%+4% of total circulating mono-
cytes) to the detriment of CD14™$" CD16"*8 monocytes
(on average, 61%+4% of total monocytes). The propor-
tion of CD14"" CD16"#" monocytes was the same as in
healthy subjects (on average, 3%+1% of total mono-
cytes) (figure 1C,D). These data reveal a robust expan-
sion of the IBM population in patients with ovarian
cancer.

We then characterized the phenotype of the three
monocyte subsets and analyzed whether it could change
in patients with ovarian cancer (online supplementary
figure 1). In healthy subjects, classical, intermediate
and non-classical monocytes displayed different protein
levels of markers, such as CCR2, CD206, CD163, CD86,
CD36 and MHC2. However, the expression level of
these markers remained unchanged in patients with
ovarian cancer compared with those observed in healthy
donors. Together, these results support that ovarian
tumors impact the proportion of monocyte subsets
without altering their phenotype.

cD14"" CD16°" IBM frequency predicts the peritoneal ascites
immune status in patients with ovarian cancer

To establish whether intermediate monocyte expansion
in the blood of patients with ovarian cancer may reflect
the immune microenvironment in the tumor site, we
evaluated the correlation between the circulating IBM
population and innate and adaptive immune cells in
tumor ascites.

We found significant positive correlations between
the percentage of IBMs and the percentage of regu-
latory T cells (Spearman rank correlation coefficient
(1=0.6503, p=0.0002), of CD4+ T cells (=0.5907,
p=0.0012) and of B cells (r=0.4946, p=0.0102) in the
ascites (figure 2A). Conversely, we observed significant
inverse correlations between the proportion of IBMs
and cytotoxic CD8+ T cells (r=-0.5509, p=0.0035),

natural killer (NK) cells (=-0.515, p=0.0068) and the
CD8+/regulatory T-cell ratio present in the ascites of
patients with ovarian cancer (figure 2A). Together,
these results clearly demonstrate that circulating IBM
expansion is associated with a decrease in the effector/
regulatory T-cell ratio in tumor ascites.

The phenotypical characterization of macrophages
(CD45+ CD14+ cells) in tumor ascites of the 28 patients
with ovarian cancer demonstrated that almost all of
them express CCR2, CD163, CD206 and CD86 (online
supplementary figure 2). However, considering the
variation in the expression level (geomean) of these
markers on CDI14+ cells, we established significant
positive correlations between the proportion of IBM
subset and the expression on CD14+ cells from tumor
ascites of CCR2, CD163 and CD206, markers associ-
ated with ovarian tumor progression and poor prog-
nosis (figure 2B). Conversely, we established an inverse
correlation between the percentage of IBMs and the
expression of CD86, costimulatory molecule for the
priming and activation of T cells, on macrophages from
tumor ascites (figure 2B).

The quantification of protein levels of ascites soluble
mediators showed a significant negative correlation
between the frequency of IBMs and interferon-y (IFN-
Y), CXCL10 and CCLS3, factors that are involved in
the Thl response (figure 2C). Moreover, this inverse
correlation was also observed with granzyme B, which is
well described as a mediator of the cytotoxic response
of T lymphocytes and NK cells. However, the frequency
of IBMs was significantly correlated with the protein
level in ascites of interleukin (IL)-10 and IL-6 immuno-
suppressive cytokines (figure 2C). Finally, the increase
in IBM frequency significantly correlated with the
augmentation of the proangiogenic vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) (figure 2C).

Together, these data link the expansion of the IBM
population in patients with ovarian cancer to the perito-
neal ascites protumor immunosuppressive status.

€D14"" CD16°" IBM population increase is associated with
progression of ovarian cancer

To evaluate whether the higher frequency of circulating
IBMs in patients with ovarian cancer might be related
to tumor burden, and hence might reflect disease
progression, we examined the correlation between the
circulating IBM population and the peritoneal cancer
index (PCI) used to assess the extent of peritoneal
cancer throughout the peritoneal cavity.'® Interestingly,
we established a correlation between the percentage
of IBMs and the PCI (r=0.6503, p=0.0004) (figure 2D),
highlighting the circulating IBM subset as a potential
signature for the progression of ovarian cancer.

In line with the link between IBMs and ovarian tumor
progression, we also established a positive correla-
tion between IBM proportion and the platelet count
(figure 2E), which has been previously described
to be related to poor prognosis and unfavorable
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Figure 2 Correlation between CD14""CD16"" IBMs and ascites immune status and cancer development in patients with
ovarian cancer. (A-C) Analysis of immune cell population and soluble mediators of blood and ascitic fluid samples from 28
patients with ovarian cancer. (A) Correlation of circulating IBMs with the proportion in ascites of T-cell populations, B cells, NK
cells and with the CD8/regulatory T-cell ratio. (B) Correlation of circulating IBMs with the geomean of several markers (CCR2,
CD163, CD206 and CD86) at the surface of CD14+ cells of ascites. (C) Correlation of circulating IBMs with the concentration

of several soluble mediators of ascites involved in immunity (IFN-y, CCL3, CXCL10 and granzyme B), tolerance (IL-6 and IL-

10) and tumor progression (VEGF). (D) Correlation of circulating IBMs with the PCI. (E) Correlation of circulating IBMs with the
platelet count. P values were determined using the Spearman rank correlation. CCL3, C-C Motif Chemokine Ligand 3; CXCL10,
C-X-C Motif Chemokine Ligand 10; IBM, intermediate blood monocyte; IFN-y, interferon-y; IL, interleukin; NK, natural killer; PClI,

peritoneal cancer index; VEGF, vascular endothelial growth factor.

clinicopathological parameters for patients with ovarian
cancer."” Except for platelets, no other correlations
could be established between IBM proportions and
blood cell counts (online supplementary figure 3).

€D14"9" CD16"°" IBMs as a biomarker to follow up the
progression of ovarian cancer
We analyzed blood samples, at diagnosis and following
treatment, from six patients with ovarian cancer who
underwent a tumor targeted immunotherapy with
murlentamab (GM102) (see online supplementary table
2 for clinical parameters of subjects). Preliminary data
have demonstrated various responses under GMI102
treatment from stabilization to partial response.'® More-
over, GM102 has been shown to activate the antitumor
T-cell immune response.19

As observed in the first cohort of 28 chemotherapy-
naive patients with ovarian cancer (figure 1C,D), the

6 patients with ovarian cancer included in the GM102
phase I clinical trial presented a high proportion of
CD14"8" CD16'" IBMs and a low proportion of CD14™¢"
CD16"® classical blood monocytes prior to treatment
(C1D1 SOI) (figure 3A).

Interestingly, we observed a decrease of IBMs, which
was mirrored by an increase of classical blood mono-
cytes over time following GM102 infusion in three out
of six patients with ovarian cancer (patients 1, 2, and
3) (figure 3A). These data support that GM102 treat-
ment can orient monocyte subset proportions towards
those found in healthy subjects. In patient 1, the orien-
tation of classical and IBM subsets towards standard
proportions was accompanied by a stabilization of both
tumor markers (figure 3B) and tumor lesions evalu-
ated by RECIST V.1.1 (figure 3C). During the first few
hours after GM102 treatment, we observed in patient
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Figure 3 Effect of GM102 infusion on blood monocyte subsets and tumor progression in patients with gynecological cancer.
(A-C) Proportion of blood monocyte subsets, evolution of surrogate tumor markers and tumor development were evaluated

in six patients with ovarian cancer at diagnosis and after GM102 (an anti-anti-Mullerian hormone receptor type 2 low fucose
1gG subclass 1 antibody) treatment. These six patients included in a phase | multicentric study were followed up on the site of
Toulouse IUCT Oncopole. (A) Quantification of classical (CD14"¢" CD16"%9), intermediate (CD14"¢" CD16"") and non-classical
(CD14"™" CD16"") monocytes during GM102 treatment in six patients with ovarian cancer. (B) Evolution of tumor markers
(CA125 and inhibin B) in these six patients during GM102 treatment. (C) Evolution of target lesions evaluated with RECIST V.1.1
in these six patients during GM102 treatment. C, cycle; D, day; EOI, end of infusion; SOI, start of infusion.

3 a profile similar to patient 1, that is, a decrease in
IBM proportion associated with a moderate increase in
tumor marker, as well as a stabilization of tumor lesions
(figure 3A—C). Surprisingly, in patient 2, although the
orientation of classical and IBM subsets towards stan-
dard proportions was accompanied by a stabilization of
tumor marker (figure 3B), the tumor lesions gradually
increased after GM102 infusion (figure 3C). These miti-
gated results are further corroborated by the fact that,
contrary to the first two patients (patients 1 and 3), the
reduction of IBM proportions observed in patient 2
during GM102 treatment was accompanied by a strong
increase in CD14'" CD16"" non-classical monocytes
whose deleterious role has already been described in
tumors.”

In patient 4, 5 and 6, GM102 infusion was not
followed by reduced IBM proportions and simultaneous
increased classical monocyte proportions (figure 3A).
In patient 4, the continuous IBM elevation after
GM102 infusion was associated with the progression
of the disease, as indicated by the increase in tumor
markers and lesion development (figure 3B,C). In
patient 5, while the target lesion evaluated by RECIST
V.1.1 appeared to decrease (figure 3C), the failure of

GM102 treatment to orient IBM proportions towards
those found in healthy subjects was accompanied by the
appearance of new non-target lesions resulting from a
rapid tumor progression that led to the withdrawal of
this patient from the study (figure 3A-C). Similarly, in
patient 6, the increase in IBMs during treatment was
also accompanied by an increase in tumor markers and
tumor progression, as evidenced by the appearance of
non-target tumor lesions in the brain, resulting in the
exclusion of this patient from the study (figure 3B,C).

In addition to the established positive correlation
between IBM frequency and the PCI (figure 2D), these
results suggest that the expansion of IBM is linked to
tumor load and could therefore be used to follow up
tumor growth and to monitor treatment adaptation in
patients with ovarian cancer.

DISCUSSION

Circulating monocytes have an essential role in cancer
pathophysiology. Indeed, monocytes are recruited at the
tumor site and differentiate into macrophages which
support tumor growth. An increase in the proportion of
CD16-positive monocytes has been described in various
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infectious and inflammatory diseases.” Although the
reasons for this expansion remain unclear, several studies
suggest that these intermediate or non-classical popula-
tions are associated with the promotion of several pathol-
ogies and a poor prognosis.” In the context of tumors,
although several studies report that classical monocytes
exert numerous potent antitumor effects,21 non-classical
and intermediate monocytes perform protumor func-
tions through their proangiogenic capacities.”” * In
this study, we demonstrate a change in the proportion
of circulating monocyte subsets—a significant increase
in CD14"#" CD16"" IBMs and a decrease in CD14"%"
CD16"# classical monocytes—in chemotherapy-naive
patients with ovarian cancer. Our findings are consis-
tent with previous studies showing an increase in CD16-
positive populations has been found in the peripheral
blood of patients with breast cancer,8 gastric cancer,Q4
cholangiocarcinoma,” multiple myeloma,” melanoma'
and chronic lymphocytic leukemia.” The expansion of
the blood of CD16-positive populations is clearly associ-
ated with the presence of tumor tissue, since after resec-
tion of the tumor the CD16-positive population decreased
close to the normal levels found in healthy subjects.’
Moreover, several cytokines, such as IL-10, macrophage
colony-stimulating factor, P-selectin and CCL2, have
been reported to induce the in vivo and in vitro expan-
sion of the blood CD16-positive population.® *” ** Given
the high concentration of these mediators in ascites of
patients with ovarian adenocarcinoma,' * these data
support the idea that the modulation of peripheral blood
monocyte subpopulations may be mediated by secreted
factors produced by ovarian tumor cells and stromal cells
of tumor microenvironment. This was also reinforced
by our results showing a robust expression of CCR2, the
CCL2 receptor, on macrophages from ascites of patients
with a strong expansion of IBMs. Moreover, the ability of
tumor cells to ‘re-educate’ immune cells towards a tolero-
genic state suggests that these intermediate monocytes
may have a role in tumor promotion.

In this context, we have shown here that the robust
expansion of the IBM population in patients with ovarian
cancer is associated with a protumor immunosuppressive
microenvironment in ascites. Indeed, a high proportion
of circulating IBMs is positively correlated with decreased
effector/regulatory T-cell ratio in tumor ascites. In line
with this, we have demonstrated that the expansion of
IBMs is also associated with the decrease in ascites of
IFN-y, CCL3, CXCL10 and granzyme B, and the increase
of IL-6, IL-10 and VEGEF, thus linking the frequency of
IBMs with a decrease in the balance between immunity
and tolerance. Furthermore, we have established a posi-
tive correlation between this intermediate population and
the expression level on tumor-associated macrophages
(TAMs) of CCR2, CD206 and CD163, markers associ-
ated with ovarian tumor progression and poor prognosis.
Given the well-established correlation between CCL2
overexpression, TAM infiltration and poor prognosis in
many cancers,”’ *' TAM CCR2 expression is associated
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Figure 4 Schematic illustration of IBM population as a
predictive signature of ascites immune status and as a
biomarker of ovarian cancer development and treatment
adaptation. We report a strong expansion of intermediate
blood monocytes in patients with ovarian cancer. IBM
proportion positively correlates with the pro-tumoral and
immunosuppressive microenvironment in ascites and with
the peritoneal tumor burden, therefore identifying IBMs

as a predictive signature of ascites immune status and as
a biomarker of ovarian cancer development.CCL3, C-C
Motif Chemokine Ligand 3; CTL, Cytotoxic T Lymphocytes;
CXCL10, C-X-C Motif Chemokine Ligand 10; IFN-y,
interferon-y; IL, interleukin; NK, natural killer; TAM, tumor-
associated macrophage; VEGF, vascular endothelial growth
factor.

with tumor development. Moreover, while absolute
densities of CD206-positive cells are not prognostic, a
high CD206/CD68 ratio is strongly associated with worse
progression-free survival in patients with high-grade
ovarian epithelial carcinoma.”® Similarly, the number
of CD163- positive TAMs in borderline and malignant
ovarian tumors is significantly higher than that in benign
ovarian tumors.* In ovarian adenocarcinoma, the density
of CD163-positive TAMs and the CD163/CD68 ratio have
been identified as negative predictors for progression-
free survival and overall survival.** In addition, several
studies have suggested the role of CD163 in the induction
of immune tolerance.” Together, these data link the high
proportion of circulating IBMs in patients with ovarian
cancer with the presence in ascites of TAMs strongly
expressing markers involved in immunosuppression and
tumor development (figure 4). The presence of these
protumor TAMs is consistent with the high concentrations
in ascites of IL-6 and IL-10, which are soluble mediators
that are involved in the generation of immunosuppres-
sive TAMs.”® ¥ Thus, our data suggest that the expansion
of the IBM subpopulation in patients with ovarian cancer
may represent a new biomarker for the immunosuppres-
sive status of the ascites microenvironment.

Given the evidence that a high CD8+/regulatory T-cell
ratio is associated with a favorable prognosis in ovarian

13 38 : o .
cancer, our results showing a significant inverse
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Data availability statement All data relevant to the study are included in the
article or uploaded as supplementary information. If you need information about
data related to this manuscript, please contact the corresponding author.

correlation between IBM proportions and cytotoxic CD8+
cellsalso strongly suggest that the expansion of IBMs may
be correlated with poor prognosis. In line with this, we
established a positive correlation between the percentage
of IBMs and the tumor burden in the peritoneum of
patients with ovarian cancer. Moreover, we demonstrated
that IBM proportions are also positively correlated to
platelet count. Since an elevated platelet count has been
previously described to be related to poor prognosis and
unfavorable clinicopathological parameters for patients
with ovarian cancer,'” these results further support that
IBMs, in addition to being a predictive signature of the
immunosuppressive status in ascites, could also be used
to predict patients’ prognosis. Finally, in our study, the
orientation of the proportion of classical and IBM subsets
towards normal in patients with ovarian cancer under
murlentamab treatment and the associated stabilization
of tumor markers and tumor burden strongly suggest
that the monitoring of monocyte subsets could be used
to follow up tumor growth and treatment response. This
is consistent with the data showing that the frequency of
classical monocytes and an increased abundance of intra-
tumoral CD8+ T cells are positively correlated with better
clinical outcomes in patients receiving pembrolizumab,
an anti-PD-1 for metastatic melanoma."’

In conclusion, we have demonstrated a robust expan-
sion of the IBM population in patients with ovarian cancer
and have linked this high subpopulation frequency with
the protumor immunosuppressive microenvironment in
ascites. We have also established a positive correlation
between the percentage of IBMs and the PCI (figure 4).
Altogether, our results highlight the potential use of
IBMs as biomarkers for ascites immune status and ovarian
cancer progression.
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Factors released by surrounding cells such as cancer-associated mesenchymal stromal cells (CA-MSCs) are involved in tumor
progression and chemoresistance. In this study, we characterize the mechanisms by which naive mesenchymal stromal cells (MSCs)
can acquire a CA-MSCs phenotype. Ovarian tumor cells trigger the transformation of MSCs to CA-MSCs by expressing pro-tumoral
genes implicated in the chemoresistance of cancer cells, resulting in the secretion of high levels of CXC chemokine receptors 1
and 2 (CXCR1/2) ligands such as chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1), CXCL2, and interleukin 8 (IL-8). CXCR1/2 ligands
can also inhibit the immune response against ovarian tumor cells. Indeed, through their released factors, CA-MSCs promote the
differentiation of monocytes towards M2 macrophages, which favors tumor progression. When CXCR1/2 receptors are inhibited,
these CA-MSC-activated macrophages lose their M2 properties and acquire an anti-tumoral phenotype. Both ex vivo and in vivo,
we used a CXCR1/2 inhibitor to sensitize ovarian tumor cells to carboplatin and circumvent the pro-tumoral effects of CA-MSCs.
Since high concentrations of CXCR1/2 ligands in patients’ blood are associated with chemoresistance, CXCR1/2 inhibition could be
a potential therapeutic strategy to revert carboplatin resistance.

Keywords: chemoresistance, macrophages, mesenchymal stromal cells, ovarian adenocarcinoma, chemokines

Introduction

Chemoresistance is a major problem in the treatment of
cancer. In the case of ovarian tumors, resistance can occur during
treatment, or several months later, and is generally associated
with a dismal prognosis. The acquired chemoresistance within
the tumor cells can be caused by molecular alterations affecting
metabolism, growth control and apoptosis pathways, uptake, or
efflux of the drug (Lgnning et al., 2013). Some chemotherapeutic
agents induce a rapid host response involving a ‘storm’ of
cells, cytokines, and growth factors that promote angiogenesis,
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tumor regrowth, metastasis, and chemoresistance (McMillin
et al., 2010; Voloshin et al., 2013; Beyar-Katz et al., 2016).
Thus, the microenvironment surrounding the tumor cells has
been proposed to promote the acquisition of chemoresistance.

The tumor microenvironment is composed of different cell
types including endothelial cells, fibroblasts, adipocytes,
immune cells, and mesenchymal stromal cells (MSCs). MSCs are
multipotent stromal cells that can differentiate into adipocytes,
chondrocytes, osteoblasts, fibroblasts, and vascular structures
(Chamberlain et al., 2007). They can be isolated from different
tissues including bone marrow and adipose tissue (Phinney
etal., 2007). In tumors, cancer-associated MSCs (CA-MSCs) (Shi
et al., 2016) are able to stimulate tumor growth, angiogenesis,
and promote chemoresistance. This phenomenon occurs
through direct interactions of CA-MSCs with tumor cells (Rafii
et al.,, 2008) and/or the release of various factors including
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cytokines, growth factors, exosomes, and fatty acids (Le Naour
and Couderc, 2017). For example, CCL5, IL-6, and IL-8 (Wang
et al., 2010, 2011; Hofer et al., 2016) have been shown to be
involved in the acquisition of chemoresistance. Wang et al.
(2011) have shown that autocrine IL-8 secretion by tumor
cells induced their chemoresistance, while inhibiting IL-8 was
able to re-sensitize the tumor cells to cisplatin and paclitaxel.
These data suggest that IL-8, as well as other ligands of CXC
chemokine receptors 1 and 2 (CXCR1/2) could be involved in the
chemoresistance acquisition via the recruitment of MSCs around
the tumor (Wang et al., 2011).

The signaling pathways activated by IL-8 (PI3K and phospholi-
pase C) are stimulated through the interaction of the cytokine
with CXCR1/2 that are expressed by neutrophils, monocytes,
endothelial cells, astrocytes, microglia, and different types of
tumor cells (Thomson, 1998; Hillyeretal., 2003; Ha et al., 2017).
Browne et al. (2013) have reported a strong correlation between
CXCR1/2 expression and the grade of ovarian tumors.

Beside its role in chemoresistance, IL-8 is a chemo-attractant
for neutrophils, and may also interact with CXCR1/2 express-
ing monocytes (Thomson, 1998). Monocytes differentiate into
macrophages when infiltrating tissues and represent an impor-
tant component of the ovarian tumor microenvironment. Macro-
phages are particularly plastic and capable of differentiating into
specific functional states in response to stromal signals. M1-
macrophages have tumoricidal activity through the secretion of
cytotoxic factors, while M2-macrophages generally only produce
low levels of reactive nitrogen/oxygen species (ROS), exhibit
low amounts of antigen-presentation, and suppress anti-tumor
immunity (Mantovani et al., 2004). Several studies have evi-
denced the recruitment of M2-macrophages to solid tumors in
response to chemotherapy (De Palma et al., 2013). These tumor-
associated macrophages (TAMs) provide an immunosuppressive
microenvironment (Zheng et al., 2009; Gutierrez-Gonzalez et al.,
2016), participate in angiogenesis through the release of vas-
cular endothelial growth factors and protect tumor cells against
paclitaxel chemotherapy for solid tumors (Shree et al., 2011), or
melphalan-induced apoptosis in the case of multiple myeloma
(Beyar-Katz et al., 2016).

Overall, it has become evident that the tumor environment
determines the clinical behavior of the disease, and its con-
tent has a direct impact on patients’ overall survival (Dalton
et al., 2004). In the case of ovarian cancers, patients frequently
develop ascites, which refers to the abnormal accumulation of
fluid in the peritoneal cavity. It contains tumor cells, stromal
cells, as well as the factors secreted by these different cellu-
lar populations. In an effort to study the complex interactions
between the tumor microenvironment and ovarian tumor cells
(OTCs), we show that naive MSCs can acquire a CA-MSCs pheno-
type in proximity with OTCs, and in turn, secrete chemoprotective
factors and polarize macrophages into a less cytotoxic pheno-
type. We then demonstrate the plasticity of this phenotype in
vivo and exvivo by re-sensitizing the tumor cells to chemotherapy
using CXCR1/2 receptor inhibitors, which may be a promising
therapeutic strategy to circumvent resistances in patients.

Results
CA-MSCs isolated from tumor biopsies confer chemoresistance
to OTCs

Isolated cells from freshly extracted human ovarian ade-
nocarcinoma biopsies (n = 12) were selected based on their
adherence to plastic and their fibroblast-like morphology
(Figure 1A and B). These cells were CD73+CD90*CD105* and
presented a similar phenotype to BM-MSC (Figure 1C). According
to the expression of these typical MSC markers, and the absence
of CD14, CD20, CD34, and CD45 expression, we define this
population as CA-MSCs.

Next, to evaluate the ability of CA-MSCs to induce chemore-
sistance in OTCs, we cultured the human OTC line IGROV-1 in
conditioned media (CM) from CA-MSCs, and treated them with
carboplatin, the standard-of-care in ovarian cancer treatment.
CA-MSC CM induced an increase of 44% in the carboplatin
IC50 on IGROV-1 cells (Figure 1D and E). All the CA-MSCs
that we cultured (n = 12) were able to induce chemoresis-
tance in IGROV-1 cells through released factors (Figure 1E;
Supplementary Figure S1A). We observed a similar effect on
SKOV-3 cells, with an increase of 33% in the carboplatin 1C50
(Supplementary Figure S1B).

BM-MSCs could differentiate into CA-MSCs in a tumoral
microenvironment

MSCs display different phenotypes and functions, depending
on the type of tissue from where they are isolated, including
ovaries, bone marrow, adipose tissue, heart, and bladder (Hass
et al., 2011; Stimpfel et al., 2014). Thus, we aimed to analyze
whether CA-MSCs acquired specific functions in response to the
surrounding OTCs. We hypothesized that CA-MSCs isolated from
ovarian nodules could be MSCs pre-educated by OTCs to adopt
new functions such as the ability to induce chemoresistance.
To address if CA-MSCs could be differentiated cells derived
from progenitor MSCs, we cultured multipotent BM-MSCs from
healthy female donors either in control medium (physiological
BM-MSCs), in CM obtained from two different human OTC lines
(IGROV-1 or SKOV-3), or in patients ascites. MSCs cultured with
human OTC lines orin patients ascite were referred to as induced
CA-MSC (iCA-MSQ).

While the physiological MSC CM did not confer chemoresis-
tance to OTCs, iCA-MSC CM induced an increase in the chemore-
sistance of IGROV-1 cells to carboplatin (Figure 1F), similar to
that observed with CA-MSC CM (Figure 1E; Supplementary Figure
S1A).

In order to test our hypothesis in vivo, we injected intraperi-
toneally BM-MSCs from healthy donors to nude mice bearing
ovarian tumors (SKOV-3 cells) and analyzed their ability to confer
chemoresistance to OTCs. We evaluated tumor progression by
measuring the peritoneal cancer index (Supplementary Table
S1) as previously described (Picaud et al., 2014). The injection
of BM-MSCs did not affect tumor progression (Figure 1G)
but altered the efficiency of carboplatin treatment showing
that BM-MSCs injected at the same time as OTCs conferred
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Figure 1 The chemoresistance acquisition by OTCs through factors secreted by CA-MSCs. (A and B) Phenotype of stromal cells from patient
biopsies and BM-MSCs (X40). (C) Flow cytometry analysis of stromal cells from patient biopsies. The expression of CD73, CD90, and CD105
was evaluated. (D) OTCs cultured alone or in the presence of CA-MSC CM were treated with increasing carboplatin concentrations for 48 h.
Cell viability was measured for IGROV-1 cells cultured in control medium orin CA-MSC CM. The dotted line corresponds to 50% cell viability.
(E) Histogram representing the mean carboplatin IC50 &= SEM on IGROV-1 cells cultured with CA-MSC CM (n = 12). (F) Histogram representing
the carboplatin IC50 on IGROV-1 cells cultured with BM-MSC CM (physiological MSCs) or iCA-MSC CM from different origins (BM-MSCs
cultivated with IGROV-1 CM, SKOV-3 CM, or ascites) (n = 4 for each type of MSC). (G) The mean value of the peritoneal cancer index +
SEM calculated in mice is presented (n = 6 mice/group). P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon—Mann-Whitney test indicate a significant

difference.

chemoresistance to OTCs in vivo (Figure 1G). Taken together, our
results showed that BM-MSCs in the vicinity of OTCs acquired
a CA-MSC phenotype, which in turn induced the acquisition of
chemoresistance by OTCs.

CA-MSCs and iCA-MSCs lose their multipotency

The activation of the three major signaling pathways involved
in chemoresistance was evaluated in MSCs cultured in OTC
CM. The PI3K/Akt, MAPK, and NF-xB signaling pathways
were activated in iCA-MSCs derived from MSCs cultured in
CM from OTC lines (IGROV-1) compared to native BM-MSCs
(Figure 2A and B).

Since BM-MSCs are multipotent cells, we evaluated the capac-
ity of CA-MSCs isolated from patient tumors to differentiate into
osteoblasts or adipocytes. BM-MSC were able to differentiate
into either osteoblasts or adipocytes as opposed to CA-MSCs
(Supplementary Figures S2A and S3A). In contrast, BM-MSCs
cultured for 21 days in control medium maintained multipo-
tency. Similarly, BM-MSCs cultured in a tumoral environment
lost their multipotency (Supplementary Figures S2B and S3B).
CA-MSCs did not appear to be cancer-associated fibroblasts
(CAFs) as demonstrated by the absence of upregulation of

a-SMA, FAP, FSP1, or PDGFRa. On the contrary, these CAF markers
were downregulated in comparison to the control BM-MSC
(Supplementary Figure S4).

Overall, factors secreted by OTCs activated signaling pathways
in BM-MSCs and led them to differentiate into a CA-MSCs
phenotype, whichis characterized by a loss of their multipotency.

CA-MSCs and iCA-MSCs upregulate CXCL1, CXCL2, and IL-8

We observed that iCA-MSCs acquired functions such as the
ability to secrete factors able to induce OTC chemoresistance.
In order to determine the implicated factors, gene expression
in BM-MSCs and their derived iCA-MSCs from the same donor
was compared to overcome inter-individual variability. The iCA-
MSCs upregulated several pro-tumoral (e.g. IL-6), pro-metastatic
(e.g. CCL5), and pro-angiogenic genes (e.g. IL-8 and CCL5)
(Figure 2C and D), indicating that culturing MSCs in a tumoral
context is able to modify them to a pro-tumoral phenotype.

To identify the secreted factors produced by CA-MSCs and
responsible for the acquisition of chemoresistance by OTCs,
we analyzed data obtained from the gene expression analysis.
We focused on secreted factors shown in the literature to
be involved in the acquisition of chemoresistance (Castells
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Figure 2 Factors secreted by OTCs activate PI3K/Akt, MAPK, and NF-kB signaling pathways and modify gene expression in MSCs.
(A) Akt, phospho-Akt (Ser473), Erk, and Phospho-Erk expression levels were assayed by western blot on physiological BM-MSC or MSC/
igrov-1 (representative of three experiments). (B) BM-MSCs were cultured with IGROV-1 CM or with control medium (control) for the indicated
amount oftime. Trepresents treatment of the BM-MSCs with 50 ng/ml of TNFa. NF-kB and phospho-NF-kB p65 protein expression was assayed
by western blot. (C) Representative gene expression of physiological BM-MSCs (n = 6) and iCA-MSCs (MSC/igrov-1) (n = 6). RNA was extracted
and analyzed by Nanostring™ technology. (D) Quantification of the transcriptomic analysis showing the log2 fold change of the selected
genes with an initial filter (SD > 0.25) to eliminate genes with little variation. An ANOVA test was applied to compare the six BM-MSC control
samples versus the six iCA-MSC (MSC/igrov-1) samples. The P-values were corrected for multiple tests using the BH method.

et al., 2013). We focused on CXCR1/2 ligands, since these
chemokines are known to be involved in the OTC chemore-
sistance to cisplatin and taxan (Wang et al., 2011) and to be
associated with solid tumor progression (ljichi et al., 2011). In
particular, CXCL1 (log2 fold-change = 7.5), CXCL2 (log2 fold-
change = 5.0), and IL-8 (log2 fold-change = 8.5) were found
to be largely upregulated in iCA-MSCs compared to BM-MSCs
(Figure 2D).

In order to confirm these results, we performed RT-qPCR and
ELISA analysis on BM-MSCs or their counterpart iCA-MSCs and
compared the expression of CXCL1, CXCL2, and IL-8. There
was a strong upregulation of CXCL1, CXCL2, and IL-8 mRNAs
and protein levels in all three types of iCA-MSCs (MSC/igrov-1,
MSC/skov-3, and MSC/ascite) compared to the control condition
(Figure 3A-F).

Additionally, we have evaluated whether carboplatin treat-
ment could modify the nature of the chemokines secreted
by iCA-MSC. CXCL1 secretion was enhanced by both physi-
ological BM-MSC and iCA-MSC (Supplementary Figure S5A),

while it only minimally affected CXCL2 and IL-8 production
(Supplementary Figure S5B and C).

The increased chemokine secretions of iCA-MSC could be
explained by the activation of the signaling pathways observed
in the iCA-MSC (Figure 2A and B). However, inhibitors of PI3K,
MAPK, and NF-kB (Supplementary Figure S5D-K) pathways did
not completely abrogate the production of these chemokines.
Therefore, we hypothesize that both MEK and NF-kB signaling
pathways could be involved in the overproduction of CXCR1/2
ligands by iCA-MSCs.

Finally, we evaluated the levels of the three CXCR1/2
ligands in serum from patients with ovarian adenocarcinoma
(Supplementary Table S2) collected at diagnosis. The classifica-
tion of the relapse is obtained according to the duration of the
platinum-free interval, corresponding to the time between the
date of the last dose of platinum and the date of the relapse
(Tomao et al., 2017). There was an increased concentration
of the three chemokines in the serum from patients with
resistant tumors compared to those with sensitive tumors
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Figure 3 Determination of the CXCR1/2 ligands secreted by CA-MSCs and iCA-MSCs. (A-C) The upregulation of genes coding for CXCL1,
CXCL2 and IL-8 was validated by RT-gPCR performed on RNA extracted from BM-MSCs and different types of iCA-MSCs (induced by IGROV-1
CM, SKOV-3 CM, or ascites). The data from BM-MSCs were set to 1 and the relative quantity of mRNA is shown. CXCL1 (A), CXCL2 (B),
IL-8 (C). (D-F) The concentrations of CXCL1, CXCL2, and IL-8 in the CM were quantified using ELISA kits. The CM from CA-MSCs was also
tested. Histograms show the mean concentrations of CXCL1 (D), CXCL2 (E), and IL-8 (F) from three independent experiments performed
in triplicate (mean £ SEM). (G) The CXCL1, CXCL2, and IL-8 concentrations were determined using ELISA kits on samples of serum from
patients with ovarian adenocarcinoma collected at diagnosis. (H) The sum of the CXCL1, CXCL2, and IL-8 concentrations was obtained by
adding together the serum concentration of these three chemokines. P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon-Mann-Whitney test indicate a

significant difference.

(P-values of 0.046, 0.149, and 0.016 for CXCL1, CXCL2, and
IL-8, respectively) (Figure 3G). The sum of the concentrations
of CXCL1, CXCL2, and IL-8 was obtained by adding together
the serum concentrations of these three chemokines, and
showed that patients with resistant tumors had a higher serum
concentration of these chemokines (P = 0.0049). Our results
showed that increased levels of CXCR1/2 ligands may be
predictive markers of a tumor’s response to chemotherapy. Thus,
they appear as promising targets to understand mechanisms
by which MSCs induce the chemoresistance acquisition in
OTCs.

CXCR1/2 inhibition reverses chemoresistance

In order to determine whether CXCR1/2 ligands could play
a role in the chemoresistance mediated by MSCs, we deter-
mined the carboplatin IC50 on IGROV-1 cells in the presence of

a CXCR1/2 inhibitor (Hayashi et al., 1995). We previously veri-
fied that CXCR1/2 were expressed in different human OTC lines
and showed that epithelial adenocarcinoma cell lines (OVCAR-3,
IGROV-1, and SKOV-3 cells) as well as a clear cell carcinoma cell
line JHOC-5) expressed both CXCR1 (Supplementary Figure S6A)
and CXCR2 (Supplementary Figure S6B).

While the CXCR1/2 inhibitor alone did not alter the viabil-
ity of OTCs (Supplementary Figures S6C, S7A and B), it induced
an increase in their sensitivity to carboplatin when cultured in
control medium. This is due to the inhibition of the autocrine
production of IL-8 by the tumor cells (Pasquet et al., 2010). The
acquired chemoresistance by IGROV-1 cells mediated through
factors secreted by CA-MSCs oriCA-MSC could be reversed by the
CXCR1/2 inhibitor (Figure 4A and B).

To confirm that CXCR1/2 inhibition could re-sensitize OTCs,
we used our in vivo murine model with the CXCR1/2 inhibitor
reparixin (Kim et al., 2011). The co-administration of MSCs with
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Figure 4 Implication of the CXCR1/2 axis in OTC resistance to carboplatin. (A and B) The carboplatin IC50 was monitored as described
previously in Figure 1. IGROV-1 cells were cultured in the presence or not of CM from BM-MSCs (MSC/physio), CA-MSCs (n = 4), or iCA-MSCs
(MSC/igrov-1 and MSC/skov-3, MSC/ascite). At Day 1, cells were treated with carboplatin admixed or not with a CXCR1/2 inhibitor (100 pM).
Cell viability was evaluated at Day 3. (C) Bioluminescence analysis through the whole body of the mice was performed once a week after an
intraperitoneal injection of luciferin. (D) At Day 34, the whole-body bioluminescence of the mice was analyzed making it possible to obtain
photographs to visualize and to quantify the luminescence illustrated here using one mouse per group. (E and F) On Day 36, the mice were
euthanized and a peritoneal lavage was carried out with 5 ml of NaCl 0.9%. The peritoneum, spleen, liver, and diaphragm were removed.
After addition of luciferin, the sum of the luminescence of the peritoneum, spleen, diaphragm, and liver (E) and the luminescence in the
peritoneal lavage fluid (F) was measured. P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon-Mann-Whitney test indicate a significant difference.

OTCs did not affect tumor development (Figure 4C). Carboplatin
treatment effectively reduced tumor development in mice, but
significantly less when OTCs where co-injected with MSCs,
confirming that MSCs induced chemoresistance to carboplatin.
Interestingly, CXCR1/2 inhibition reversed the chemoresistance
induced by MSCs, as tumor progression was abolished when
mice were treated with a mix of carboplatin and CXCR1/2
inhibitor (reparixin) (Figure 4D and E). Therefore, we conclude
that CXCR1/2 inhibitor can reverse the acquired chemoresis-
tance mediated by MSCs via CXCR1/2 ligands.

MSCs could play a role in the anti-tumoral activity of immune
cells

We and others have shown that factors secreted by MSCs
are involved in re-educating macrophages by manipulating
metabolic programs in differentially polarized macrophages
(Castells et al., 2012; Vasandan et al., 2016) such as IL-8
(Gerszten et al., 1999), IL-6, and LIF (Duluc et al., 2007; Castells
et al., 2012). Transcriptomic analysis (Figure 2A) revealed that
iCA-MSCs upregulated factors involved in the activation of

immune cells, in particular CXCR1/2 ligands, IL-6, and LIF
(Figure 5A and B), as well as CCL5, CXCL3, CXCL5, and CXCL6.

To clarify which factors secreted by MSCs are involved in
macrophage polarization, we cultured monocytes from healthy
donors in the presence of CM from BM-MSCs (physiological),
CA-MSCs, or iCA-MSCs. The expression levels of M2-specific
genes (Figure 5C; Supplementary Table S3) were increased in
the monocytes/macrophages cultured in the presence of CM
from iCA-MSCs. Therefore, iCA-MSC CM were able to induce the
upregulation of M2-specific markers, suggesting a conversion of
naive monocytes into M2 macrophages.

M2 macrophages are generally pro-tumoral, and they do
not have the tumoricidal properties of M1 macrophages.
In order to assess this phenotype, we cultured luciferase
expressing IGROV-1 (IGROV1-luc) with monocytes cultured
in control medium, in CM from CA-MSCs (Figure 5D) or iCA-
MSCs (MSC/igrov-1 or MSC/skov-3), or in ascites. Monocytes
were cultured in ascites as a positive control for the M2
polarization of naive monocytes, as described by Duluc et al.
(2007). In co-cultured conditions with either control medium
or in BM-MSC CM, the monocytes were able to kill 70%-80%
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Figure 5 CA-MSCs facilitate monocyte to macrophage differentiation towards the M2 TAM phenotype. (A and B) The relative expression of
mRNA coding forIL-6 (A) and LIF (B) was evaluated on BM-MSCs and the iCA-MSCs (induced by IGROV-1 (MSC/igrov-1) or SKOV-3 (MSC/skov-3)
CM). The data from BM-MSCs were set to 1 and the relative quantity of mRNA is shown. (C) IL-10 mRNA expression levels were analyzed in
human monocytes cultured in control media or in MSC/physio, MSC/igrov-1, or MSC/skov-3 CMs. The data from control media were set at 1
and the relative quantity of mRNA is shown. (D and E) The cytotoxic activity of the macrophages that have been cultured in different media (CA-
MSC, BM-MSC, MSC/igrov-1, or MSC/skov-3 CMs or ascites) toward the IGROV-1luc (expressing luciferase) cells was evaluated by measuring
luciferase activity. Bar graphs representing the IGROV-1luc cells viability (%) (n = 4). P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon-Mann-Whitney

test indicate a significant difference.

of the OTCs. On the contrary, when naive monocytes were
cultured in CM from CA-MSCs or iCA-MSCs, they lost their
ability to kill OTCs, and instead enhanced their proliferation
(Figure 5D and E).

In addition to their role in promoting the chemoresistance of
OTCs, we conclude that CA-MSCs can be involved in polarizing
macrophages via abolition of their tumoricidal functions.

CXCR1/2 inhibition restores the tumoricidal function of
macrophages

Since CA-MSC and iCA-MSC induced a modification of the
macrophage tumoricidal activity, and because this observation
could be associated with a difference in CXCL1/2 and IL-8 secre-
tions between these cells, we evaluated the impact of CXCR1/2
inhibition on the ability of macrophages cultured in CA-MSC CM
to kill OTCs. We cultured IGROV1-luc with naive monocytes either
in control medium, in CM from CA-MSCs or iCA-MSCs (MSC/
igrov-1 and MSC/skov-3), or in ascites, in the presence or
absence of the CXCR1/2 inhibitor. While naive monocytes
cultured in CM from CA-MSCs or iCA-MSCs or in ascites were
not able to efficiently kill OTCs, the same monocytes had greater
tumoricidal ability when cultured in the same conditions in the

presence of the CXCR1/2 inhibitor (Figure 6A). The CXCR1/2
inhibitor effect was particularly more pronounced on the
monocytes cultured in CM from CA-MSCs than on the monocytes
cultured in ascites.

Since the CXCR1/2 inhibitor restored the anti-tumoral prop-
erties of macrophages in vitro, we wondered if it would be
similar in vivo. M1 macrophages are characterized by high levels
of ROS production (Tan et al., 2016). We therefore measured
ROS production in macrophages isolated from mice that were
injected with OTCs with or without MSCs and treated or not
with a combination of carboplatin and the CXCR1/2 inhibitor
(reparixin). We observed that the presence of MSCs caused a
decrease in the ROS production by peritoneal macrophages.
When mice injected with OTCs and MSCs were treated with
reparixin, we observed an increase in the ROS production of
peritoneal macrophages (Figure 6B) suggesting a polarization
of the macrophages to an M1 phenotype. This observation
could explain the slower tumor progression observed in this
condition (Figure 4C). In addition to the ROS production, part
of the tumoricidal effect of peritoneal macrophages observed
in mice could be due to an increase in phagocytosis observed
in macrophages from mice injected with MSCs and treated with
carboplatin and reparixin (Supplementary Figure S70).
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Figure 6 CXCR1/2 inhibition prevented the M2 macrophage polarization induced by CA-MSCs. (A) The cytotoxic activity of the macrophages
was evaluated as described Figure 5D and E in the presence of a CXCR1/2 inhibitor. (B) The ROS production by peritoneal macrophages
isolated from mice injected with SKOV-3 cells admixed or not with MSCs and treated or not with carboplatin +/— CXCR1/2 inhibitor was
analyzed. (C and D) Gene expression analysis of peritoneal macrophages was analyzed by RT-gPCR (8 mice/group) on M2 (IL-10, CCL17,
dectin-1, and arginase-1) and M1 (IL-6, IL-1B, and TLR-2) markers. P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon-Mann-Whitney test indicate a
significant difference.

with carboplatin (Supplementary Figure S7A and B). Thus, most
of the chemoprotective effect of MSCs observed in vivo appears
to be a consequence of macrophage polarization.

In line with our previous results, we observed an increase in
the concentration of human CXCL1, CXCL2, and IL-8 (Figure 7A-C,
respectively) in the peritonea of mice injected with SKOV-3 cells
and MSCs. When SKOV-3 and MSC tumor-bearing mice were
treated with reparixin, we observed a decrease in the amount of
the three cytokines, suggesting that a blockade of the CXCR1/2
leads to a reduction in the expression of these chemokines
(Figure 7D). Of note, the endogeneous mouse CXCL1 and CXCL2
levels were not affected (Figure 7E-G). We propose that decreas-
ing number of OTCs could reduce the recruitment of MSCs to
peritoneal tumors and their differentiation in CA-MSC, therefore
resulting in a reduced concentration of peritoneal chemokines.

Altogether, our results show that through their released fac-
tors, CA-MSCs can protect OTCs to carboplatin but can also
trigger monocyte differentiation to a pro-tumoral M2 phenotype,
favoring tumor progression and the acquisition of chemoresis-
tance by OTCs. When CXCR1/2 are inhibited, these CA-MSC-
activated macrophages lose their M2 phenotype and exhibit
anti-tumoral functions. Inhibition of CXCR1/2 is able to counter-
actthe pro-tumoral effect of the microenvironment by sensitizing
OTCsto carboplatin and inducing anti-tumorimmunity (Figure 8).

When mice were injected with a combination of SKOV-3 cells
and MSCs, and then treated with carboplatin, there was a high
proportion of IL-10, arginase-1, dectin-1, and CCL17-positive
macrophages, suggesting a M2 polarization compared to the
mice injected with SKOV-3 cells alone (Figure 6C). When mice
were co-treated with carboplatin and reparixin, macrophages
did not express as much IL-10 levels, suggesting a shift in
macrophage polarization. With regards to the M1 markers
(Mantovani et al., 2004), our data suggest a slight upregulation
of IL-1B, IL-6, and TLR-2 expression in the presence of MSCs
and reparixin (Figure 6D), despite the fact that gene expression
profiles reveal usually an M1/M2 mixed-polarization phenotype
in ovarian cancer (Reinartz et al., 2014; Zheng et al., 2017).
The effect of reparixin appeared to be dependent on CXCR1/2
ligands secretions by MSCs because the CXCR1/2 inhibitor had
no effect on the macrophage polarization in absence of these
cells (Supplementary Figure S7D and E).

In order to evaluate whether the chemoresistance observed
in the presence of MSCs was due to differential macrophage
polarization, we performed an in vivo experiment to deplete
macrophages in mice by clodronate injection. Upon macrophage
depletion, the protective nature of MSCs was no longer effective
(Supplementary Figure S7A and B). Similarly, in this context, the
use of reparixin had no additive antitumor effect when combined
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Figure 7 Levels of pro-inflammatory cytokines in the mouse peritonea. Levels of human and mouse chemokines CXCL1, CXCL2, and IL-8 in the
mice peritonea were evaluated by ELISA (8 mice/group). P-values of <0.05 (*) using a Wilcoxon-Mann-Whitney test indicate a significant

difference.

Discussion

In this study, we showed that MSCs recruited to an injury
site such as a cancer nodule (CA-MSCs) presented specific
properties compared to naive BM-MSCs. We showed that CA-
MSCs did not influence the OTC dissemination or proliferation
either in vitro or in vivo, but instead played a role in the acquired
chemoresistance of OTCs against carboplatin. In addition, we
demonstrated that CA-MSCs are involved in the recruitment
and the polarization of macrophages. We characterized the
precise mechanisms by which CA-MSCs exert their biological
functions, in particular via secreting CXCR1/2 ligands. We
studied the role played by these ligands, while other authors
have mainly focused their attentions on IL-6 and its role in
cancer cell proliferation (Wang et al., 2010; Lo et al., 2011;
Qiao etal., 2018).

CA-MSCs may differentiate from MSCs of different origins. In
this study, we obtained iCA-MSCs by culturing BM-MSCs from
healthy female donors at 60-70 years of age in the presence
of CM from OTCs or in the presence of ascites. We were able to
transform BM-MSCs to CA-MSCs via the secreted factors present
in their microenvironment. Interestingly, ascitic fluid from cancer
patients had more or less the same effect on the differentiation of
BM-MSCs. These data indicated that factors secreted by OTCs are
sufficient to induce the chemoprotective phenotype of CA-MSCs,
and that ascites contain factors secreted by various cell types
resulting in a comparable phenotype. This work is supported by
the recent published data by Coffman et al. (2019) who showed
that ovarian CA-MSCs are reprogrammed in the vicinity of the
tumor.

We found that BM-MSCs cultured in IGROV-1 CM (iCA-MSCs)
lost their ability to differentiate into osteoblasts and adipocytes
and behaved as CA-MSCs isolated from tumor biopsies of ovarian
adenocarcinomas. We have shown that through their secreted
factors, cancer cells can educate MSCs depending on the tumor
microenvironment, therefore validating the hypothesis that
tumor cells can influence the function of MSCs. However, it
remains to be determined to what cellular state these CA-MSCs
would have differentiated into, and what markers and function
would define them. While it may be plausible to find them
differentiating into CAF, we were not able to characterize them by
the expression of classical markers such as aSMA, PDGFR, FSP1,
or FAP.

Even if iCA-MSCs obtained from BM-MSCs adopted a phe-
notype similar to the CA-MSCs found in ovarian adenocarcino-
mas, it does not prove that CA-MSCs originate from BM-MSCs.
These CA-MSCs could originate from MSCs recruited to the tumor
site. Nevertheless, they could also derive from ‘resident’” MSCs
located in the tissues where the tumor develops. Indeed, MSCs
are not restricted to the bone marrow and are found in virtually
all tissues, including ovaries (Stimpfel et al., 2014). Another
possible origin could be the adipose tissue, a source of MSCs
called adipose tissue-derived stromal cells (ADSC). Thus, espe-
cially during peritoneal carcinomatosis, ADSCs from the epiploon
could constitute a source of CA-MSCs, given their proximity to the
OTCs disseminated in the peritoneum.

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL8 (IL-8), and CCL5
were found to be upregulated in iCA-MSCs. As CXCL1, CXCL2,
and IL-8 interact with the same receptors (CXCR1/2), we analyzed
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Figure 8 Roles of MSCs and macrophages on ovarian tumor. (A) Secreted factors by OTCs induce differentiation of MSC into CA-MSC, which
in turn lead to the secretion of chemopreventive factors such as CXCL1/2 and IL-8. These chemokines polarize monocytes/macrophages
to a M2 pro-tumoral phenotype promoting tumor growth. (B) CXCR1/2 inhibition restores carboplatin sensitivity in OTCs and reinstates the
anti-tumoral activity of tumor-associated macrophages, thereby improving treatment efficiency.

their combined interactions and implications for the acquisition
of chemoresistance and the recruitment of immune cells in our
model. We confirmed that their upregulation was correlated to
patient prognosis. We found that the serum concentrations of
these three chemokines, measured in ovarian adenocarcinoma
patients at the time of diagnosis, predicted the sensitivity profile
of the patients to platinum-based chemotherapy. To corroborate
this retrospective study, it would be of interest to perform a
prospective study to show that chemokine assays can predict
patient treatment response, in order to adjust the treatment
regimen.

We found IL-8 to be the most highly upregulated cytokine
in CA-MSCs or iCA-MSCs. It has been reported to promote
angiogenesis and cancer growth (Wang et al., 2015), therefore in
previous experiments, we tried to abolish the chemoresistance
acquisition by OTCs using an antibody directed against IL-
8 (Skov et al., 2008). We observed that the antibody had
only a very weak effect, suggesting that other molecules were
playing an important role, and/or that the pathway involving
IL-8 receptors (CXCR1/2) was not inhibited because other
molecules such as CXCL1 and CXCL2 could activate these
receptors.

Hence, in this study, we analyzed the effect of the inhibition
of the IL-8 receptors, CXCR1/2. Reparixin, a CXCR1/2 inhibitor,
had previously been used in a mouse model of pancreatic
ductal adenocarcinoma to disrupt tumor/fibroblast interactions
and improve overall survival in mice (ljichi et al., 2011). We
found that the CXCR1/2 inhibitor could revert the acquired
chemoresistance of OTCs both in vitro and in vivo. Therefore,
reparixin is an effective drug to prevent acquired carboplatin
chemoresistance. Reparixin is currently being tested in patients
with metastatic non-human epidermal growth factor receptor
(HER2)-amplified breast cancers in an open label Phase 1b
clinical study (REP0111) in combination with paclitaxel. This

study has demonstrated the safety and tolerability of the
combination and recorded objective responses. A 30% response
rate was recorded, with durable responses of longer than
12 months in two patients (Schott et al., 2017) (https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02370238).

In the case of cancer, IL.-8 (as well as CXCL1 or CXCL2) is
known to be involved in angiogenesis and the recruitment and
activation of immune cells. Castells et al. (2012) observed
increased recruitment of macrophages to the tumor site in
the presence of CA-MSCs. In fact, monocytes, upon sensing
several environmental stresses are recruited to damaged and
infected tissues as well as tumor sites and differentiate to
macrophages en-route (Vasandan et al., 2016). Previous work
performed in our laboratory suggests that CA-MSCs may be
able to influence the phenotype of peritoneal macrophages
by polarizing them to a pro-tumoral phenotype (M2) (Castells
etal., 2012). In addition, in the case of inflammation, MSCs can
induce distinct alterations in human macrophage polarization
programs depending on the activation module at macrophage
interface (Vasandan et al., 2016). In hematological diseases
such as multiple myeloma, MSCs and macrophages can interact
to induce a distinct state of macrophage polarization (Kim
et al.,, 2012; Asimakopoulos et al.,, 2013). IL-8, known to
induce the chemotaxis of immune cells to the tumor site, may
play a role in CA-MSC-induced macrophage recruitment. It
could also be the factor responsible for the CA-MSC-induced
polarization of macrophages to a pro-tumoral phenotype.
Dijkgraaf et al. (2013) have shown that carboplatin chemother-
apyincreasesthe numberof cancer-supporting M2 macrophages.
Our experimental model allowed us to isolate peritoneal
macrophages and determine that MSCs could induce M2
polarization. Co-administration of reparixin and carboplatin was
able to decrease the transcription of IL-10, a major marker of
M2-type macrophages. This combined treatment also led to
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an increase of ROS production by peritoneal macrophages
and an upregulation of the M1 markers: IL-18, IL-6, and TLR-2.
Therefore, reparixin can sensitize OTCs to carboplatin by
decreasing the proportion of M2 macrophages or by repolarizing
these macrophages to an anti-tumoral M1 phenotype.

Finally, when SKOV-3 + MSC tumor-bearing mice were treated
with reparixin, we observed a decrease in the levels of peritoneal
CXCR1/2 ligands, suggesting that a CXCR1/2 blockade leads
to a decrease in the expression of its ligands. In addition,
we propose that a decrease in the number of tumor cells
could reduce the number of MSCs recruited to peritoneal
tumors and differentiated in CA-MSC, resulting in a decreased
concentration of the chemokines in the peritoneum. Therefore,
CXCR1/2 inhibition could have a direct effect on macrophages
by restoring their anti-tumoral activity. Moreover, it could also
have an indirect effect by decreasing the levels of chemokines
secreted by CA-MSCs, which would reduce M2 macrophage
polarization.

To conclude, we showed that CA-MSCs, which are part of the
ovarian tumor microenvironment, can induce OTCs resistance
to chemotherapy such as carboplatin. These CA-MSCs secrete
chemokines, including IL-8, CXCL1, and CXCL2 that bind to
CXCR1/2.The combination of a CXCR1/2 inhibitor and platinum-
based chemotherapy may be a useful strategy to restore
carboplatin sensitivity in OTCs. This strategy may also modify
the phenotype of tumour-associated macrophages and reinstate
their anti-tumoral activity.

Materials and methods
Cell culture

The human ovarian adenocarcinoma IGROV-1 (a gift from the
Gustave Roussy Institute, Paris) and SKOV-3 (ATCC: HTB-77) cell
lines were grown in RPMI supplemented with fetal calf serum
(10%), L-glutamine (1%), and penicillin/streptomycin (1%).

Primary BM-MSCs from donors that had undergone orthope-
dic surgery (Médipole Clinic - Toulouse), CA-MSCs from ovarian
cancer patients, were grown in DMEM supplemented with fetal
calf serum (10%), L-Glutamine (1%), and penicillin/streptomycin
(1%).

Primary human macrophages derived from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were cultured in the Macrophage-SFM
medium™ (Gibco).

All cells were cultured at 37°C in 5% CO,. They were regularly
treated with Normocin™ (Invivogen) (100 pg/ml), to prevent
mycoplasma contamination.

Ascites and CM

Ascite samples (n = 10) from ovarian cancer patients were
obtained from the biological resource center bank at the IUCT-
Oncopole. The ascitic fluid was centrifuged at 300 g for 5 min.
Supernatants were pooled and filtered at 0.2 um. The CM from
BM-MSCs, CA-MSCs, IGROV-1, and SKOV-3 cells corresponded
to the supernatant of the cell culture media from confluent cells
after 3 days of growth and filtered at 0.2 um.

Isolation of CA-MSCs from patient biopsies

From fresh tumor biopsies of patients with ovarian cancer,
cells were isolated according to their plastic adhesion and then
sorted by FACS using the MSC Phenotyping Kit, human (Miltenyi
Biotec). CD73*" CD90* CD105" and CD14~ CD20~ CD34~ CD45~
cells were considered to be CA-MSCs.

Generation of iCA-MSCs

BM-MSCs were cultured in DMEM diluted 1:1 either with
CM from the different types of OTCs or ascites. The medium
was renewed twice a week. iCA-MSCs were generated after
21 days. Three types of iCA-MSCs, MSC/igrov-1, MSC/skov-3,
and MSC/ascite, were induced using the CM of IGROV-1 or
SKOV-3 cells or ascites, respectively. To generate CM from iCA-
MSCs, media were replaced by complete DMEM and 3 days
later, supernatants were filtered at 0.2 ym. MSCs cultured in
complete DMEM were named physiological BM-MSCs. After
21 days in different CM, MSCs were treated with carboplatin
(50 uM, Fresenius Kabi), the pan-PI3K inhibitor GDC0941 (1 uM,
Axon), the MEK inhibitor AZD6244 (1 pM, Apexbio), the NF-kB
inhibitor Bay 11-7082 (10 uM, Sigma-Aldrich), or vehicle (DMSO,
0.05%, Sigma-Aldrich) in complete DMEM. Three days later,
supernatants were filtered at 0.2 pM.

Cell viability tests

IGROV-1 cells (5x10% were added per well into 96-well
plates in the presence of CM from the different types of
MSCs (described above) diluted 1:1 in complete RPMI. After
24 h, cells were treated with a range of concentrations of
carboplatin (Fresenius Kabi) (15.625—-1000 uM) with or without
the CXCR1/2 inhibitor (AS-62401, AnaSpec, 100 pM). After
48 h of treatment, cell viability was evaluated using the WST-8
Cell Counting Kit (Dojindo) according to the manufacturer’s
instructions.

OTC viability in co-culture with macrophages

PBMC-derived monocytes (5x10“) were added per well into
96-well white plates and were cultured in CM (diluted 1:1 with
Macrophage-SFM (Gibco™)) from BM-MSCs, CA-MSCs, iCA-MSCs
or in ascites. After 24 h, 2.5x10* IGROV-1luc were added into
the wells. After 3 days of co-culture, IGROV-1luc cells viabil-
ity was evaluated by bioluminescence using the Steady-Glo®
Luciferase Assay System (Promega) according to the manufac-
turer’s instructions.

Western blot analysis

Protein extractions were performed and 15 pg of extracted
proteins were separated by SDS—PAGE and revealed by antibod-
ies directed against actin (1:1000, Cell Signaling Technology,
#8457), PDGFRa (1:1000; Cell Signaling Technology, #3174),
and a-smooth muscle actin (1:1000, Cell Signaling Technology,
#19245).
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RNA extractions

RNA was extracted from MSCs using the RNAprotect Cell
Reagent and the RNeasy Plus mini kit (QIAGEN) according to
the manufacturer’s instructions. RNA was extracted from murine
macrophages after 2 h of adhesion in 48-well plates, using
the RNAqueous-Micro Total RNA Isolation kit (Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions.

Transcriptomic analysis by Nanostring Technology

The total RNAs extracted from BM-MSCs and iCA-MSCs (six
sample pairs) were analyzed by Nanostring® technology with
the ‘nCounter PanCancer Immune Profiling Panel’ to study the
transcription of 770 genes (Cesano, 2015). A selection of 29
housekeeping genes was used to calculate the relative amount
of target RNA.

Transcriptional analysis by RT-gPCR

Complementary DNA (cDNA) derived from total RNA was syn-
thesized using the Verso cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific), according to the manufacturer’s instructions. PCR
was performed using the LightCycler® 480 SYBR Green | Master
(Roche). The primers used are listed in the Supplementary Table
S4.

Quantification of chemokine concentrations by ELISA

The concentrations of murine and human CXCL1, murine and
human CXCL2, and human IL-8 were determined by ELISA using
the respective ELISA kits, EKO722, EKO723, EKO452 (Boster
Biological Technology), ARG80185 (Arigo biolaboratories),
EKO413 (Boster Biological Technology), and the IL-8 DuoSet®
ELISA Development System (R&D Systems), according to the
manufacturer’s instructions.

Transcriptional analysis to study macrophage polarization

PBMC (1x10°) were added per well in 48-well plate wells.
Macrophages were selected by adhesion (2 h). Then, they were
immediately brought into contact with CM from BM-MSCs or iCA-
MSCs. Twenty-four hours later, macrophage RNAs were extracted
as previously described.

Animals

The 4 to 5-week-old female Swiss nude athymic mice (Charles
River laboratories, France) were housed according to the stan-
dards of the Federation of European Laboratory Animal Science
Associations. They were included in experiments after one week
of quarantine.

In vivo experiments

SKOV-3 or SKOV-3luc cells (1x107) with or without 10°
MSCs were injected intraperitoneally into nude mice. Treat-
ments began at Day 7 and consisted of carboplatin injection
(200 pl/mouse of a solution of 4.5 mg/ml diluted in 0.9% NaCl,
Fresenius Kabi) every 7 days for 3 weeks and reparixin injection
(30 mg/kg diluted in a solution of DMSO/PBS (v/v), AdooQ

Bioscience) three times a week for 3 weeks. Intraperitoneal
injection of clodronate liposome (200 pl/mouse of a solution
of 1.25 mg/ml diluted in PBS, CliniSciences, #16001003) began
one day prior cell injection and then once a week for 4 weeks.
Tumor progression was monitored after 4 weeks by determining
the peritoneal cancer index as described in Supplementary
Table S1.

Bioluminescence

Mice were anesthetized by inhalation of isoflurane (Abbott)
at 3% with 1 L/min flow of oxygen. An injection of luciferin
(XenoLight D-Luciferin-K + Salt Bioluminescent Substrate,
PerkinElmer) was performed intraperitoneally in each mouse
10 min prior to analysis with IVIS® Spectrum in vivo imaging
system (PerkinElmer), according to the manufacturer’s instruc-
tions. Normal mouse behaviour was evaluated before returning
them to their original housing. Images were analyzed by Living
Image Software (PerkinElmer) for evaluation and quantification.

Organ luminescence
After euthanasia, the peritonea, spleens, livers, and diaphragms

of the mice were removed. These organs were dissected and
placed in 96-well white plates. The peritoneal lavage fluid
(150 pl) was also placed in white plates. After the addition of
luciferin (150 pg/ml, XenoLight D-Luciferin-K + Salt Biolumines-
cent Substrate, PerkinElmer), organ luminescence was measured
using the EnVision™ Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

Isolation of peritoneal macrophages

The peritoneal lavage fluid (see above) was centrifuged (300 g
for 10 min). After lysis of the red blood cells, cells were sep-
arated using percoll (GE Healthcare Life Sciences, 17-0891),
according to the manufacturer’s instructions. Cells (1 x10°) from
the macrophage-containing fraction were inoculated in 48-well
plates. The macrophages were selected by adhesion (2 h). ROS
production, as well as their mRNA expression levels were evalu-
ated as described below or previously, respectively.

ROS production

After 2 h of adhesion at 37°C and 5% CO,, the NADPH
oxidase activity of 10° peritoneal macrophages was measured
by chemiluminescence in the presence of 60 uM of a chemilu-
minogenic probe (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione,
Sigma-Aldrich). Chemiluminescence production was analyzed
continuously for 90 min with a luminometer (EnVision™
Multilabel Plate Readers, PerkinElmer).

Macrophage phagocytosis assay

Peritoneal macrophages were co-cultured 2 h at 37°C with
pHrodo™ Red Zymosan Bioparticles™ Conjugate for Phagocy-
tosis (Thermofischer Scientific), according to the manufacturer’s
instructions. Fluorescence was measured with a plate reader
luminometer (Envision, PerkinElmer).
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Statistics

For chemoresistance tests, RT-qPCRs, co-cultures, cytometry
data, and in vivo test results, the comparison between groups
was performed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test (indepen-
dent non-parametric data). P-values < 0.05 indicate a significant
difference. An ANOVA test was applied to compare the six BM-
MSC control samples versus the six iCA-MSC (MSC/igrov-1) sam-
ples. The P-values were corrected for multiple tests using the
Benjamini and Hochberg (BH) method.

Study approval

All experiments involving animals were performed in accor-
dance with the relevant European guidelines and regulations.
The protocols and the experiments were approved by the
Claudius Regaud Institute animal ethics committee (approval
number: ICR-2015-06).

Human studies: All human biopsies and sera came from
patients who provided written informed consent prior to
inclusion in the study. The study has been approved by the
IUCT-0 (Toulouse University Institute of Cancer-Oncopole) ethics
committee.

Supplementary material
Supplementary material is available at Journal of Molecular
Cell Biology online.
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