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Chapitre I : La leucémie aigué

1. Origine et développement dans la moelle

Les leucémies aigués sont caractérisées par une prolifération de cellules
hématopoiétiques immatures prenant son point de départ dans la moelle osseuse (MO) et
envahissant le sang périphérique puis au cours de I’évolution, tous les organes. Cette
prolifération s’accompagne d’une insuffisance de production par la MO des éléments
normaux du sang. En fonction de la lignée cellulaire atteinte, les leucémies aigu€s sont
classées en leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) et leucémies aigué€s myéloblastiques
(LAM). Des recherches intensives ces deux dernieres décennies, ont fourni des preuves
convaincantes que la leucémie aigué€ est le produit d’un processus en plusieurs étapes
associées a ’acquisition de multiples altérations génétiques qui ont été¢ fonctionnellement

classées en deux grandes catégories (Figure 1) (Chalandon et Schwaller, 2005).

Genetic and Epigenetic Alterations

Deregulated activity Deregulated activity
“gain of function” “loss of function”

AML ALL AML ALL
FLT3 FLT3 — CBF (RUNX1, CBF})  CBF (RUNX1)
RAS RAS = AR MLL MLL
PTPN11* PTEN* I 2., .- GAA1 GATA1
JAK3 JAK1 & 2 e RARa FBXW7
KIT NOTCH cBpP IKAROS

ABL C/EBPa PAX5
CRLF2 Leukemia-initiating cell ~ PU-1 E2A

“Leukemic stem cell” ?

PROLIFERATION
SURVIVAL

BLOCK IN DIFFERENTIATION
ABERRANT SELF-RENEWAL

ACUTE LEUKEMIA

Figure 1. Altérations (épi)génomiques dans la leucémie aigué€. Les altérations de «classe I» ont une activité

aberrante conduisant a la prolifération et la survie de cellules alors que les modifications de «classe 1I»
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entrainent un blocage dans le processus de différenciation et un auto-renouvellement aberrant. Les fléches
noires et pointillées représentent 1’existant et putative diaphonies entre les différentes mutations de classe
respectivement (Stavropoulou et al., 2010).

La LAL est un trouble malin qui provient d’un seul précurseur hématopoiétique a
I’origine de la lignée de cellules B ou T. L’acquisition par le précurseur d’une série
d’anomalies génétiques perturbe le processus de maturation normale, ce qui conduit a un arrét
de la différenciation et a la prolifération de la cellule transformée. En conséquence, il y a
accumulation de B immatures ou d’un clone de cellules T dans la MO qui entraine la
suppression de 1’hématopoi¢se normale. Quatre-vingt a 85% de LAL sont de la lignée de
cellules B (cellule B précurseur LAL, LAL-BCP), et 15 - 20% sont de la lignée de cellules T

(LAL-T) (Graux, 2011).

a) Lymphomagenése des lymphocytes T et leucémogenése

Lorsque des progéniteurs lymphoides communs (CLP: common lymphoid progenitor)
entrent dans le thymus, ils recoivent des signaux en provenance du microenvironnement
thymique, en les engageant définitivement dans la lignée de lymphocytes T. Les lymphocytes
immatures engagés, appelés thymocytes, subissent deux étapes essentielles: 1’acquisition d’un
récepteur de cellules T matures unique (TCR: T-cell receptor) suit le réarrangement des genes
codant pour les différentes chaines du récepteur, et une étape de sélection qui ne retiendra que
les thymocytes avec un récepteur fonctionnel, capable de reconnaitre des antigenes
spécifiques présentés par les cellules épithéliales thymiques par le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH). Les thymocytes recoivent des signaux provenant du TCR
fonctionnel qui sont transmis aux noyaux par différentes protéines de signalisation, initiant la
transcription des genes de survie. Les protéines de signalisation activées peuvent €tre des

tyrosine kinases telles que la LCK, ABLL,. . . (Graux et al., 2006).
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Le développement des thymocytes est régi par une série de facteurs de transcription et
des régulateurs de I’hématopoiése tels que les protéines E2A. D’autres protéines telles que les
protéines de la famille des protéines NOTCH, des protéines HOX, MYB, IKAROS jouent un
réle dans I’attachement des cellules T, la différenciation et la prolifération. Les protéines
NOTCH jouent également un réle important dans 1’auto-renouvellement des progéniteurs

(Murre, 2000) (Figure 2).

Liver/ Peripheral

Bone lymphoid
marrow Thymus organs

Transcription of survival genes

i HOXA9
! NOTCHI LCK, FYN, ABLI, RAS,

L 2A NFKB, Cyclin D3
s
NOT( ]l 1
PRE-T4 Y
cp3- |
CD4+CD8+Y

CD4+CDS-

f t f f
NOTCHI1 EA2 EA2
E2A/HEB
TCR 3, v, B rearrangement TCR o rearrangement
pTa expression
T-cell lineage P selection Positive/negative
: commitment selection

Apaptosis

Figure 2. Le développement de thymocyte. CLP: progéniteur lymphoide commun; IDP: immature a double
thymocytes positif; DP: CD8+ CD4+ double thymocytes positif; SP: CD4+ ou CD8+ simple thymocytes
positif; pTa: chaine TCRa «substitut» pour les cellules T immatures; pré-TCR: récepteur des pré-cellules T.
La partie inférieure de la figure résume les étapes critiques du développement des thymocytes qui peuvent

étre ciblées par des événements oncogéniques (Graux et al., 2006).



Dans LAL-T, des altérations de ces protéines clés sont communément responsables de la
transformation leucémique. Au moment ou a lieu le réarrangement des différents (V), (D) et
(J), des génes du TCR, des recombinaisons illégitimes entre les promoteurs des génes du TCR
genes ¢éléments des récepteurs du promoteur et des geénes qui se trouvent dans une
conformation ouverte a ce stade de développement des cellules T peuvent se produire. Par
conséquent, des translocations entre TCR et des génes HOX (TLX1, TLX3, HOXA), ou des
genes codant pour des protéines qui interagissent avec E2A (TALI1, TAL2, LMOI1, LMO2,
LYL1) sont retrouvées actuellement dans LAL-T (Graux ef al., 2006). En outre, des mutations
activatrices de NOTCHI1 sont retrouvées dans plus de 50% des cellules ayant une capacité
d’auto-renouvellement anormale, tandis que 1’inactivation de CDKN2A (pl16) par délétion
chromosomique est couramment retrouvée lors du diagnostic primaire de LAL-T (Weng et al.,
2004; Sulong et al., 2009).

Une autre constatation récurrente dans LAL-T est ’activation constitutive de la
signalisation en aval du TCR, indépendamment de la rencontre avec I’antigéne, mais a la suite
des mutations de genes codant pour des tyrosine kinases tels que ABL1, LCK et d’autres
joueurs tels que RAS. Alternativement, la suppression de génes codant pour des régulateurs
négatifs de la signalisation cellulaire telle que la phosphatase PTEN conduit a la transcription
constitutive de genes de survie (Burnett ef al., 1994; Graux et al., 2004; Palomero et al.,

2007).

b) Leucémogenese des lymphocytes B

LAL-BCP est une maladie cliniquement et biologiquement hétérogeéne résultant de

I’accumulation d’altérations génétiques dans les cellules précurseurs lymphoides B et



représente la maladie maligne la plus fréquente chez 1’enfant (Pui et al., 2004; Mullighan et
al., 2007).

Environ 75% des cas LAL-BCP hébergent une altération chromosomique récurrente
détectable par des approches cytogénétiques classiques (Mullighan, 2012). Des changements
semblables se retrouvent chez les adultes et les enfants, mais avec une distribution de
fréquence différente (Harrison et Foroni, 2002). Dans la LAL-BCP, les altérations
caractéristiques sont divisées en des aberrations numériques, telles que hyperdiploidie et
hypodiploidie, et des modifications structurales, y compris des réarrangements
chromosomiques entrainant les translocations t (12; 21) (p13; q22) ETV6-RUNXI1, t (1; 19)
(q23; p13) TCF3-PBXI1, et t (9; 22) (q34; ql1,2) BCR-ABLI, ainsi que des fusions de
KMT2A (MLL) a 11923 avec un ensemble diversifi¢ de partenaires de fusion (Harrison et
Foroni, 2002; Pui et al., 2004).

Bien que ces réarrangements soient des événements critiques initiateurs dans
leucémogenese, ils sont insuffisants pour induire une leucémie manifeste, indiquant que les
lésions génétiques coopérantes supplémentaires sont nécessaires. L’analyse du nombre de
copies d’acide désoxyribonucléique (ADN) et les technologies de séquengage de nouvelle
génération récemment mis au point, telles que le s€quencage ciblé, le séquencage de 1’exome,
le séquencage du transcriptome, et le s€équencage du génome entier, ont permis d’accroitre le
nombre de 1ésions trouvées dans la LAL-BCP. Cela a abouti a la découverte de nombreuses
mutations dans les génes de la voie clé dans la LAL-BCP et I’identification de nouveaux sous-
types de LAL-BCP tels que la LAL BCR-ABLI-like, la LAL-BCP-avec amplification
intrachromosomique du chromosome 21 (iAMP21), locus d’immunoglobuline de chaine

lourde (IGH)- et cytokine recepteur-like facteur 2 (CRLF2)-réarrangée LAL, géne apparenté



ETS (ERG)-déréglementé LAL, jumelé boite géne homéotique 5 (PAXS)-réarrangée LAL, et

la famille IKAROS doigt de zinc 1 (IKZF1)-déréglementé LAL (Roberts et Mullighan, 2015).

C) LAM

La LAM est une maladie maligne clonale caractérisée par 1’accumulation de cellules
my¢loides immatures et une incapacité¢ de la MO pour produire des quantités suffisantes de
cellules sanguines matures (Swerdlow et al., 2008). La LAM est la leucémie aigué la plus
courante chez les adultes. C’est une maladie hétérogene et ces derni¢res décennies, les progres
de la méthodologie de séquengage ont révélé un schéma complexe de combinaisons de
différentes aberrations génétiques (Ley ef al., 2013). Les sous-groupes génétiques de la LAM
ont jusqu’a présent été principalement basés sur le caryotype conventionnel, qui permettent de
détecter les aberrations génétiques plus grandes, telles que les translocations chromosomiques
(par exemple, t (8; 21), t (15; 17), translocations MLL et la perte et de gain de matériel
génétique (par exemple, monosomies et trisomies ainsi que 7q- et 5q-) (Dohner et al., 2010;
Marcucci et al., 2011).

Auparavant, un modele largement accepté pour LAM était le «modéle a deux touchs :
two-hit model», dans lequel le développement de la LAM exigeait des mutations dans deux
types de geénes (mutations de classe I et II) (Kelly et Gilliland, 2002; Shih et al., 2012). Les
mutations de classe I sont des mutations des genes contrdlant la prolifération cellulaire et
I’apoptose, telles que les genes de tyrosine kinases (par exemple, Fms-like tyrosine kinase 3
(FLT3), RAS, KIT et BCR-ABL). Les mutations de classe II ont été associées a un blocage de
la maturation due a des aberrations génétiques dans les facteurs de transcription qui favorisent
normalement la différenciation cellulaire au cours des étapes cruciales de I’hématopoicse

my¢loide. Ces événements génétiques de classe II inclus les geénes de fusion RUNXI/



RUNXITI et CBFB/MYHI11, ainsi que des mutations dans CEBPA et RUNXI et les
aberrations MLL. Bien que ces mutations classiques restent des événements clés en maticre
de LAM, les analyses utilisant la nouvelle génération de techniques de séquengage ont
identifi¢ de nouvelles aberrations génétiques qui jettent une lumiére nouvelle sur la
leucémogenese dans la LAM (Ley et al., 2013). Dans ce nouveau modele de LAM, des
mutations dans les génes qui régulent les modeles épigénétiques jouent un réle de premier
plan (Shih et al., 2012; Ley et al., 2013). Les aberrations épigénétiques peuvent éEtre
impliquées soit dans la régulation de méthylation de I’ADN (tels que des mutations dans
DNMT3A, TET2, IDH1 et IDH2) ou dans d’autres types de mécanismes de régulation de la
chromatine et les modifications des histones (fusions MLL, MLL-PTD, et des mutations dans

ASXLI et EZH2) (Abdel-Wahab et Levine, 2013; Mehdipour et al., 2015).

2. Microenvironnement tumoral; interaction avec cellules endothéliales

En 1978, Schofield a proposé que les cellules souches hématopoiétiques (CSH) saines
résident dans une niche de la MO ou elles sont protégées contre les contraintes
environnementales et regoivent un soutien adéquat pour maintenir leur auto-renouvellement et
leur capacité de différenciation multi-lignée. Les niches sont des zones spécialisées de la MO
constituées de différents types de cellules qui contrdlent le nombre, la quiescence, 1’auto-
renouvellement, la prolifération, la différenciation et la localisation de CSH (Figure 3)
(Schofield, 1978).

Deux niches médullaires distinctes ont été identifiées, dénommé les niches «endostéale»
et «vasculaire» (Mendelson et Frenette, 2014; Morrison et Scadden, 2014). La niche
endostéale, qui est localisée au niveau de 1’endosteum, comprend les ostéoblastes, les

ostéoclastes, les cellules de Schwann et les cellules T régulatrices (Tregs), tandis que la niche



vasculaire, localisée au niveau des parois sinusoidales, est composée de chimiokines a motif
CXC (CXCL) 12, des cellules abondantes réticulaires, des cellules endothéliales, des cellules
stromales mésenchymateuses (CSM) nestine-positives (NES") et des cellules stromales
périvasculaires exprimant le récepteur de la leptine [LepR™] (Tabe et Konopleva, 2014)
(Figure 3). Ces cellules régulent les propriétés des CSH a travers une myriade de signaux
différents, y compris des cytokines, des chimiokines et des molécules d’adhésion.

La chimiorésistance et la rechute des leucémies aigués sont soupconnées d’étre
entrainées par un pool de rares cellules initiatrices de la leucémie (LICs: leukemia initiating
cells) (Bonnet et Dick, 1997). Comme les CSHs saines, les LICs dépendent de signaux
provenant du microenvironnement médullaire pour leur survie et leur prolifération (Duhrsen
et Hossfeld, 1996). Néanmoins, les LICs peuvent concurrencer les CSHs, détournant ainsi les
niches du microenvironnement médullaire (Colmone et al., 2008). En d’autres termes, les
cellules leucémiques perturbent les niches médullaires saines et créent des niches
«leucémiques». En effet, les cellules leucémiques, en libérant exosomes/microvésicules,
induisent des changements dans le microenvironnement médullaire, qui est reprogrammé pour
soutenir la persistance leucémique (Huan et al., 2013). Huan et a/ ont observés que des
exosomes isolés a partir de cellules de LAM sont enrichis en ARN codants et non codants
relevant de la pathogénése de la leucémie aigue: FLT3, nucléophosmine 1 (NPM1), CXCR4,
matrix metalloprotein-9 (MMP-9), et de I’insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R) et
capables d’altérer les capacités sécrétrices, migratoires et angiogéniques des cellules
stromales. Cette étude suggere que les exosomes de cellules leucémiques sont capables de

reprogrammer le microenvironnement médullaire pendant 1’invasion (Huan et al., 2013).
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Figure 3. Mécanismes impliqués dans le maintien des CSHs et des LICs au sein des niches ostéoblastiques
et vasculaires. La niche ostéoblastique est principalement impliquée dans le maintien de la quiescence de
cellules souches hématopoiétiques (CSHs), tandis que la niche vasculaire favorise vraisemblablement la
prolifération, la différenciation, et la mobilisation de CSHs. Les ostéoblastes sont capables a la fois soutenir
et réguler négativement la prolifération des CSHs, via facteurs de stimulation tel que le G-CSF
(Granulocyte-colony stimulating factor), Jagged-1/Notchl, et la signalisation de 1’ostéopontine. L’état
dormant des CSHs est régulé par le transforming growth factor p (TGF-f), dont I’activation est régulée par

des cellules de Schwann non-myélinisantes. LICs: leukemia initiating cells. (Chiarini et al., 2016).



Chapitre Il : Traitement actuels

1. Chimiotherapie

Le traitement pour la LAL est classé au sens large comme la phase d’induction, le
traitement de consolidation, le traitement d’entretien, la prophylaxie du systéme nerveux
central (CNS: central nervous system), et la greffe de cellules souches allogéniques.

Les piliers de la thérapie d’induction sont la vincristine, anthracyclines, corticostéroides
et L-asparaginase bien que cette derniere est peut-Etre sous-utilisée chez les adultes en raison
d’une moins bonne tolérance. Chez les enfants, il existe des preuves convaincantes pour
I’inclusion de la L-asparaginase pendant I’induction et les phases post-rémission. La situation
chez les adultes est moins clair, cependant, 1’absence de L-asparaginase de 1’'un des régimes
couramment utilisés (hyper-CVAD) ne semble pas avoir un impact négatif sur la survie
(Kantarjian et al., 2004). La disponibilité de 1’asparaginase pégylée a amélioré la tolérance
chez les adultes ayant une demi-vie sérique plus longue et un risque réduit d hypersensibilité.

La phase post-rémission (consolidation ou intensification) implique généralement une
série complexe de traitements cytotoxiques, y compris la cytarabine, le méthotrexate a haute
dose par voie intraveineuse et le cyclophosphamide. Le principe général, que 1’intensification
significative post-induction améliore les résultats, semble étre vrai dans toutes les études de
traitement chez les enfants (Brown ef al., 2012).

Le traitement des adultes atteints de LAL présente également deux autres caractéristiques
la nécessit¢ d’une prophylaxie au niveau du CNS et d’une chimiothérapie d’entretien
prolongée. Sans la prophylaxie du CNS, les taux de rechute au niveau du CNS sont de 30 - 50%
(Surapaneni et al., 2002). L’incorporation de mesures spécifiques telles que I’irradiation

cranienne, la chimiothérapie intrathécale et des protocoles de chimiothérapie systémiques qui
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comprennent des agents avec pénétration dans le CNS, tels que la dexaméthasone, le
méthotrexate a haute dose et la cytarabine a haute dose ont ét¢ démontrés comme réduisant
sensiblement cette complication (Rabin et al., 2011). Bien que ’irradiation cranienne soit
toujours incluse dans certains protocoles, cette approche thérapeutique tend a étre supplantée
par des régimes a base de médicaments en raison de la morbidité liée a la radiothérapie
associée a la neurotoxicité aigué et les déficits neurocognitifs a long terme. Le traitement
d’entretien est une caractéristique unique de traitement de LAL et se compose de 2 a 3 ans de
traitement post-consolidation, habituellement administré par voie orale avec des
antimétabolites. Un régime d’entretien couramment utilisé est le méthotrexate hebdomadaire
par voie orale et la mercaptopurine quotidienne, bien que d’autres schémas thérapeutiques
comprennent la thioguanine, la vincristine et la dexaméthasone (Faderl et al., 2010).

La base du traitement initial pour la LAM, comprenant une combinaison de cytarabine et
d’anthracycline, a été développée a I’origine dans les années 1960 (Yates et al., 1973). Malgré
des décennies d’essais cliniques, 1’efficacit¢ de cette combinaison, bien que loin d’étre
optimale, reste inégalée. Il continue d’y avoir de nombreuses itérations du régime «7 + 3»,
nommé¢ pour 7 jours de cytarabine et 3 jours d’anthracycline, avec des modifications dans les
doses des deux agents et dans le type d’anthracycline.

Des études sont en cours pour améliorer le regime «7 + 3» a la fois pour les patients
nouvellement diagnostiqués et récidivant/réfractaire de la LAM en ajoutant des agents
classiques et nouveaux. Un essai randomisé publi¢ récemment mené par le Groupe de la
leucémie aigu€ polonaise sur 652 patients atteints de LAM nouvellement diagnostiqués de
moins de 60 ans a montré que ’ajout de cladribine a la daunorubicine 60 mg/m? jours 1-3 et a
la cytarabine 200 mg/m” 1-7 jours produits des taux plus élevés de rémission compléte (RC)

et la survie globale (OS: overall survival), avec 45 = 4% a 3 ans pour les patients qui ont recu
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la cladribine, par rapport a 33 + 4% (p = 0,02 pour la daunorubicine/cytarabine) (Holowiecki
et al., 2012). La Clofarabine, un autre analogue de la purine structurellement apparenté a la
cladribine, a démontré son activité dans la LAM et entrainé une amélioration des taux de RC
et I’OS lorsqu’elle est combinée avec la cytarabine a faible dose chez les patients agés atteints
de LAM (Faderl et al., 2008; Burnett et al., 2010; Kantarjian et al., 2010). Il y a un
actuellement un essai clinique en cours comparant la clofarabine par rapport a la combinaison
daunorubicine et cytarabine aux Etats-Unis dirigée par 'ECOG (https://clinicaltrials.gov.
NCTO01041703), et dans un essai européen la clofarabine est combinée avec la daunorubicine
et cytarabine (https://clinicaltrials.gov. NCT01534702). En outre des analogues de purine, de
nombreux autres agents sont actuellement associés a la combinaison «7 + 3» dans des essais
cliniques (Tableau 1) (http://www.clinicaltrials.gov.). Plusieurs sont également a I’étude dans
le traitement de la rechute ou la LAM réfractaire, des agents utilisés seuls ou en combinaison
avec des régimes standard, par exemple, mitoxantrone-étoposide-cytarabine; fludarabine-
cytarabine-G-CSF ou encore la cladribine-la cytarabine-G-CSF.

Des efforts sont en cours pour améliorer et optimiser la libération et la tolérabilité de la
cytarabine et les anthracyclines. L’elacytarabine, actuellement en test dans un essai randomisé
pour les patients atteints de LAM en rechute, est une forme conjuguée de la cytarabine a
I’acide ¢laidique, ce qui permet le contournement du transporteur de nucléosides hENT1
(http://clinicaltrials.gov/ NCT01147939). Une autre nouvelle formulation, CPX-351 (Celator
Pharmaceuticals, Princeton, New Jersey, Etats-Unis), est un transporteur liposomal contenant
de la cytarabine et la daunorubicine dans un rapport fixe 5 : 1 molaire. La sécurité et
I’efficacité préliminaire ont ét¢ démontrées chez les patients atteints de LAM en rechute
(Feldman et al., 2011) et un essai randomisé versus 1’association daunorubicine et cytarabine

conventionnelle est ’ouvert pour les patients agés nouvellement diagnostiqués LAM
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(Feldman et al., 2011). Le vosaroxin (Sunesis Pharmaceuticals, South San Francisco,
Californie, Etats-Unis), un dérivé de quinolone anticancéreux, inhibiteur de la topoisomérase.
IT ayant un profil de toxicité extramédullaire favorable (Lancet et al., 2011) est actuellement

en cours d’essai dans la LAM en rechute (http://clinicaltrials.gov/ NCT01191801).

Tableau 1. Agents actuellement en essais cliniques combinés avec le régime anthracycline/cytarabine pour les

patients atteints de leucémie aigu€ myéloide nouvellement diagnostiquée (Roboz, 2012).

Class Agent

Hypomethylators Decitabine, azacitidine
Immunomodulator Lenalidomide

mTOR pathway inhibitor Temsirolimus

Histone deacetylase inhibitors Panobinostat, vorinostat
FLT3 inhibitors AC-220, sorafenib, midostaurin
BCR-ABL/SRC inhibitor Dasatinib

Antibody conjugate Gemtuzumab ozogamicin
Retinoid All-trans retinoic acid
Cyclin-dependent kinase inhibitor Flavopiridol

Hedgehog inhibitor PF-04449913

BCR-ABL/SRC, breakpoint cluster region-abl tyrosine kinase/v-src sarcoma viral oncogene; FLT3, FML-like

tyrosine kinase 3; mTOR, mammalian target of rapamycin. Données provenant de ClinicalTrials.gov.

Les stratégies chimiothérapeutiques sont limitées par deux questions principales, la
toxicité et le manque d’efficacité/résistance (pour certaines leucémies). Cependant,
I’application de chimiothérapies cytotoxiques avec/sans allogreffe de CSH reste le pilier du
traitement médical des tumeurs solides et de la leucémie (Steinchen et al., 2012; Guo et
Huang, 2014). Les chimiothérapies traditionnelles agissent préférentiellement sur les cellules
cancéreuses, en fonction de leur nature a se diviser rapidement. La daunorubicine et la
cytarabine forment 1’épine dorsale de la plupart des traitements de la LAM. Les

anthracyclines telles que la daunorubicine inhiber la synthése de I’ADN, I’activation d’histone
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et interférent avec la topoisomérase II - un important régulateur du super-enroulement de
I’ADN. La cytarabine est un anti-métabolite qui bloque la formation et 1’utilisation d’acides
nucléiques essentiels pour la réplication de I’ADN. Les agents alkylants interférent avec
I’appariement des bases de I’ADN, conduisant a la rupture des brins et les taxanes et les
vinca-alcaloides interférent avec la fonction des microtubules requise pour la mitose cellulaire
(Gerber, 2008). Cependant, en plus des cellules cancéreuses, la chimiothérapie affecte
¢galement les tissus normaux/sains ayant la capacité de se diviser rapidement, par exemple la
MO, la bouche et 1’épithélium gastro-intestinal. En conséquence, le traitement intensif
provoque des effets toxiques graves chez la plupart des patients, dont la survenue d’ infections,
alopécie, ulcération buccale, gastrite et diarrthée, d’une cardiotoxicit¢ et d’une
my¢losuppression (Faderl et Kantarjian, 2011). Les personnes agées, chez qui le taux
d’incidence de la leucémie est la plus élevée, présentent également une mortalité et morbidité
liées du traitement élevées (Popat et Abraham, 2011).

Cependant, la résistance de cellules cancéreuses a la chimiothérapie est un probléme

majeur est la principale raison de I’échec des traitements traditionnels du cancer.

2. Place de la thérapie cellulaire dans les traitements

a) Avant allogreffe

Pour de nombreux patients atteints de tumeurs malignes hématologiques réfractaires,
I’allogreffe de CSH reste la seule chance de guérison. Toutefois, en raison de sa toxicité
¢levée, celle-ci n’est envisagée que lorsque le patient a ét¢é mis en RC par les traitements
conventionnels seuls ou associés a une chimiothérapie.

1. Place de ’autogreffe de CSH dans la prise en charge de la LAM
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Bien que I’allogreffe de CSH soit la thérapie en post-rémission la plus fréquente dans les
LAM a faible risque, la place de I’allogreffe de CSH dans le traitement des LAM a risque
intermédiaire est débattue dans la littérature, la chimiothérapie ou I’autogreffe étant également
considérées comme susceptibles de prolonger la survie a long terme, bien que le risque de
rechute soit plus élevé que celui observé apres allogreffe de CSH. Vellenga et al ont publié les
resultats d’une étude de phase III comparant 1’autogreffe de CSH versus une chimiothérapie
de consolidation intensive chez des patients en RC1 (Vellenga et al., 2011). Avec un suivi de
plus de 5 ans, les taux de rechute aprés chimiothérapie versus apres autogreffe de CSH étaient
70% versus 58%, respectivement (p = 0,02). L’¢tude a montré une différence non
significative de la survie sans récidive (RFS: relapse-free survival) de 29% versus 38% (p =
0,065). L’OS ne différait pas entre les 2 groupes et a été estimée respectivement a 41% versus
44%. Cette ¢tude a montré un avantage de la prise en charge avec autogreffe en termes de
survenue de la rechute mais la survie etait similaire du fait que les patients en rechute dans le
bras chimiothérapie seule aient beneficiés d’une greffe ultérieure.

La comparaison autogreffe, chimiothérapie, allogreffe réalisée sur un effectif de 760 patients
a montré une survie globale comparable entre les patients allogreffés et autogreffés atteints
d’'une LAM a risque intermédiaire. Cependant, les résultats montraient que les patients
presentaient moins de rechute et une meilleure survie sans rechute aprés allogreffe soit apres
conditionnement my¢loablatif classique (MAC: conventional myeloablative conditioning) ou
un RIC (Figure 4). Des résultats similaires ont été observé pour de jeunes patients atteints de
LAM en premiere RC (RC1) recevant soit une allogreffe de CSH d’un frere HLA identique
ou une autogreffe utilisant des cellules souches périphériques (Keating et al., 2013). Aucune
différence significative dans 1’OS n’a été observée mais les bénéficiaires d’allogreffe de CSH

présentaient des pathologies a haut risque, et ont connu un plus faible taux d’échec du

15



traitement. Herr et al ont rapporté que 1’allogreffe de CSH avec conditionnement atténué était
similaire a 1’autogreffe de cellules souches périphériques en termes d’OS et de RFS si elle a
été utilisée en RC1 (Herr et al., 2007). Un taux de rechute plus faible de 36% versus 50% a
été contre balancé par une augmentation de la mortalité sans rechute (NRM: non-relapse
mortality) chez les receveurs d’allogreffe de CSH. De plus, 1’autogreffe de CSH peut étre
utilisée chez les patients jusqu’a I’age de 70 ans (Herr et al., 2007). Le schéma de
conditionnement pour autogreffe de CSH était basé sur le busulfan chez 85% des patients.
Bien que les deux busulfan oral et intraveineux ont été utilisés dans cette étude (Herr et al.,

2007), ’administration intraveineuse de busulfan provoque moins de complications (Ciurea

et Andersson, 2009).
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Figure 4. Les estimations de Kaplan-Meier de la survie globale des patients présentant une LAM a risque
intermédiaire en RC1, entre 40 et 60 ans, selon le type de thérapie post remission (mise a jour les résultats de
Cornelissen et al 2016) envisagé. Les receveurs de cellules souches hématopoiétiques (CSH) ont montré
significantivement une meilleure survie globale que les patients recevant un traitement chimiothérapeutique post
remission (p = 0,001). (AlloMAB, my¢loablatif allogreffe de CSH; AlloRIC, allogreffe de CSH de
conditionnement d’intensité réduite; Auto, autogreffe de CSH; CT, chimiothérapie; ELN, European Leukemia

Net. F, femelle; LR, régression logistique).
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il. Essais de traitements par thérapie cellulaire spécifique avant allogreffe: approches

d’immunothérapie
1) Cellules Natural Killer (NK)

L’activité anti-tumorale de I’allogreffe de CSH est principalement liée a un effet
immunologique du «greffon contre la tumeur (GVT: graft-versus-tumor)» médié par les
cellules immunitaires présentes dans le greffon. Sur la base de cet effet, certaines équipes se
sont intéressées a 1’utiliser en dehors d’une allogreffe de CSH. Le premier essai basé sur cette
approche a été publié¢ par Miller et al en 2005. Ils ont décrit un transfert adoptif de cellules
NK haploidentiques réalisés avec succes et I’expansion in vivo des cellules chez les patients
recevant de l’interleukine 2 (IL-2) et atteints de mauvais pronostic LAM et non greffés
(Miller et al., 2005).

L’essai NKAML (étude pilote de la greffe de cellules NK haploidentique dans la LAM),
a été menée a I’hopital St. Jude Children dans le but de déterminer I’innocuité, la faisabilité et
la greffe de cellules NK haploidentiques chez les enfants atteints LAM (Rubnitz ef al., 2010).
Dix enfants (4gés de 0, 7 a 21 ans) en RC1 apres quatre ou cinq cycles de chimiothérapie ont
¢été inclus. Le schéma de préparation consistait en une chimiothérapie immunosuppressive,
comprenant cyclophosphamide (60 mg/kg au jour -7) et fludarabine (25 mg/mz/j les jours -6
travers -2). Le schéma a été suivi par une perfusion de cellules NK et six doses d’IL-2 (1 x
10° U/m?) tous les deux jours & partir du jour -1. Il doit étre noté que les cellules NK ont été
perfusées immédiatement apreés I’enrichissement des cellules, sans aucune exposition a des
cytokines ex vivo. La dose médiane des cellules NK était de 29 x 10° cellules/kg, tandis que la
dose médiane de cellules T était de 1 x 10° /kg. Aucun patient n’a présenté de réaction du

greffon contre 1’hdte (GVHD: graft-versus-host disease). Une prise transitoire des cellules a
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¢t¢ documentée chez tous les patients jusqu’a une une médiane de 10 jours (cellules NK
persistant jusqu’a 6 mois aprés la perfusion ayant été observées chez un patient). Avec un
temps de suivi médian de 964 jours, tous les patients inclus dans 1’é¢tude sont restés en
rémission. Ces données suggérent que la thérapie lympho-deplétante suivie par de
I’administration de cellules NK partiellement HLA incompatibles est susceptible de réduire le
risque de rechute chez enfants atteints de LAM.

Dans une autre étude, Curti ef al ont étudié la faisabilité et la sécurité de la perfusion des
cellules NK hautement purifiées issues de donneurs haploidentiques dans une cohorte de
patients agés atteints de LAM a haut risque. Treize patients atteints de LAM, ont recu des
cellules NK purifiées aprés une chimiothérapie immunosuppressive de type fludarabine/
cyclophosphamide suivie par des injections d’IL-2. Le nombre médian de cellules NK
infusées était de 2,74 x 10° /kg. Aucune toxicité liée aux cellules NK, y compris la GVHD,
n’a été observée. Apres la perfusion, les cellules NK du donneur ont été trouvées dans le sang
périphérique des patients évaluables (valeur de créte au jour 10). Elles ont également été
détectées dans la MO dans certains cas. La présence de cellules NK alloréactives a été
montrée in vivo. Ces données suggerent que la perfusion de cellules NK purifiées est possible
et la thérapie a base de cellules NK présente un bénéfice clinique potentiel pour les patients
ayant une LAM de mauvais pronostic (Curti et al., 2011).

L’injection de cellules NK haploidentiques peut induire des rémissions chez certains
patients atteints de LAM, mais I’immunosuppression induite par les Treg peut réduire leur
efficacité. Bachanova et al ont traité 57 patients atteints de LAM réfractaire avec une
chimiothérapie lymphodepletante associant cyclophosphamide et fludarabine suivie par la
perfusion de cellules NK et de I’administration d’IL-2. Dans cette étude, les patients ayant

recu de I’[L-2 combinée a une toxine dyphtérique ont présenté le meilleur taux d’expansion
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des cellules NK in vivo, une amélioration significative du taux de RC au jour 28 (53% versus
21%; p = 0,02) et de la survie sans maladie (DFS: disease-free survival) a 6 mois (33% versus
5%; p < 0,01). Dans la cohorte IL2DT, I’expansion des cellules NK était corrélée avec des
taux sériques d’IL-15 plus élevés (p = 0,002). La fusion de I’IL-2 avec la toxine dyphtérique a
permis de réduire les taux de lymphocytes T régulateurs qui entrent habituellement en
compétition avec les cellules NK pour I'IL-2. Cela confirme la nécessité d’optimiser la
cytokine administrée conjointement aux cellules NK afin d’éviter la concurrence avec
d’autres lymphocytes pour améliorer 1’efficacité clinique chez les patients atteints de LAM

réfractaire (Bachanova et al., 2014).

b) Lymphocytes T yd

Dans le thymus, deux lignées fondamentalement distinctes de cellules T sont générées et
sont définies de maniére unique par leur expression d’un TCR aof3 ou un TCR y6 (Nanno et al.,
2007). Contrairement aux cellules T af8, qui se trouvent principalement dans les ganglions
lymphatiques et le thymus, les lymphocytes T & sont représentés de manicre
disproportionnée dans les épithéliums et les tissus lymphoides associés aux muqueuses, ou ils
exercent des fonctions spécifiques a des sous-populations, tels que le maintien de I’intégrité
de I’épiderme de la peau et de la régulation homéostatique de I’épithélium intestinal.
Cependant, le nombre de cellules yd en circulation est faible en comparaison avec des cellules
qui ont des récepteurs afy (Hayday et Tigelaar, 2003; Nanno et al., 2007).

Le TCR y6 consiste en deux glycoprotéines a liaison disulfure, une chaine y (45-60 kDa)
et une sous-unité o (40-60 kDa). TCR y6 est exprimé sur moins de 10% des cellules T
périphériques humaines (Kabelitz, 1992).

Cellules T yd sont capables de reconnaitre leurs cibles d’une maniére indépendante du
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CMH par des récepteurs activateurs (entre autres, TCR yd, NKG2D, TLRs, DNAM-1)
(Bonneville et al., 2010). Ces cellules présentent un phénotype préactivé qui permet de la
production rapide de cytokines (IFNy, TNF-a) et une réponse cytotoxique forte lors de
I’activation (Figure 5). Les fonctions des cellules T yd sont hétérogénes, allant de la protection
contre les agents pathogénes intra- et extracellulaires a la surveillance de la tumeur, la
modulation de la réponse immunitaire et I’entretien des tissus (Jameson et Havran, 2007;

Hayday, 2009).
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Figure 5. Récepteurs des cellules T yd. Les récepteurs ont été classés comme récepteurs activateurs (vert), qui
médient la cytolyse, I’adhérence ou les récepteurs de co-stimulation (brun), qui contribuent a des signaux positifs
et les récepteurs inhibiteurs (rouge), qui inhibent la cytolyse. Les cellules T yd et NK expriment certains
récepteurs communs, tels que le NKG2D et KIR. L’intégration de ces signaux contribue a la régulation des
activités des cellules NK ou des cellules T yd, qui comprennent 1’activation, la prolifération, la sécrétion de
cytokine ou chimiokine. La cytolyse est en partie déclenchée par la libération de granules contenant de la

perforine cytotoxiques ou granzymes (Rey et al., 2009) .
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Les principaux avantages de I’immunothérapie avec des lymphocytes innés par rapport
aux cellules T aff de CMH-restreint sont qu’ils peuvent tuer les cellules tumorales sans
exposition préalable et sans provoquer de GVHD (Lowdell et al., 2001).

Wilhelm et al ont présenté pour les premicres données montrant que le transfert adoptif
de cellules T yo haploidentiques était un moyen pratique et siir pour 1’expansion in vivo de ces
cellules immunitaires innées effectrices chez les patients atteints de tumeurs malignes
hématologiques réfractaires (Wilhelm et al., 2014). Dans cette étude pilote, quatre patients
atteints de tumeurs malignes hématologiques réfractaires avancées (un lymphome T non
Hodgkinien (T-LNH), une LAM, une leucémie secondaire a plasmocytes, et un myélome
multiple (MM)) qui n’étaient pas admissibles a une greffe allogénique ont été inclus. Une
leucaphérése non stimulée a été incubée avec des anticorps anti-CD4 et anti-CD8 conjugués a
des particules paramagnétiques. En moyenne, les patients ont regu 2,17 x 10° /kg cellules T
v6 avec < 1% cellules CD4- ou CD8-positives restantes dans le produit. Tous les patients ont
recu une chimiothérapie afin d’induire une lymphodépletion (fludarabine 20-25 mg/m?, jour -
6 jusqu’au jour-2 et du cyclophosphamide 30-60 mg/kg au jour -6 et -5), et ont €té traités avec
4 mg de zolédronate au jour 0 et 1,0 x 10° UI/m* de I’IL-2 de J1 4 J6 pour ’induction de la
prolifération des cellules T yo in vivo. Il en résulte une expansion marquée in vivo des cellules
T y6 du donneur et, dans une moindre mesure, les cellules NK et les cellules T aff. La
prolifération a atteint un pic a J8 et les cellules du donneur ont persisté jusqu’a 28 jours.
Aucun signe de GVHD aigué (GVHDa) ou chronique (GVHDc) n’a été observé. Bien que

réfractaire a tous les traitements antérieurs, trois des quatre patients ont été mis en RC.

b) L’allogreffe de CSH
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L’allogreffe de CSH est une thérapie potentiellement curative pour les patients atteints
de leucémie aigué combinant une chimiothérapie et/ou radiothérapie intensive appelée
conditionnement, a une greffe de CSH prélevée chez un donneur compatible. Dans la LAM et
LAL, T’allogreffe est souvent recommandée en RC1 chez les patients présentant un
pronostique défavorable lorsque le risque de rechute est élevé. Un autre scénario fréquent est
’allogreffe en deuxiéme rémission apres une rechute du fait que ces patients sont rarement
guéris par la chimiothérapie conventionnelle. Les progrés de I’allogreffe de CSH avec le
développement de conditionnements a toxicité atténuée permettent d’élargir les indications de
ce type de traitement a des patients plus agés. Ces progrés comprennent (i) une meilleure
identification des personnes susceptibles de bénéficier d’une transplantation antérieure tels
que les patients atteints de LAM avec un caryotype normal avec des marqueurs moléculaires
indésirables; (ii) une meilleure sélection des donneurs non apparentés avec ’utilisation de
typage HLA haute résolution au niveau allélique; (iii) I’utilisation du sang de cordon
ombilical (UCB) comme source de cellules souches; (iv) le RIC; et (v) les progrés dans les
soins de soutien. Le RIC est potentiellement attractif pour les patients plus agés chez lesquels
les résultats de 1’allogreffe de CSH auraient été médiocres en raison de la forte mortalité liée
au traitement (Horwitz, 2011).

Dans la LAL, I’allogreffe de CSH bénéficie clairement a plusieurs sous-groupes de
patients, tels que la LAL Ph" (méme lorsqu’ils sont traités avec un TKI), ceux qui ont une
mauvaise réponse initiale au traitement, et les adultes avec des réarrangements du gene MLL
(par exemple t (4; 11)). Cependant, la sélection des patients et le calendrier de 1’allogreffe de
CSH dans ALL restent controversés. Une grande étude multicentrique publiée a conclu que
méme les patients a risque-standard en RC1 bénéficient davantage de 1’allogreffe de CSH que

de la chimiothérapie (Goldstone et al., 2008). Cette conclusion contraste avec celle des études
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publiées antérieurement dans lesquelles I’allogreffe de CSH n’a pas favorisé les patients a
risque-standard. Ces résultats apparemment contradictoires peuvent étre expliqués par des
améliorations en matiére de transplantation, ainsi que la variabilité de la définition du risque

standard et élevé entre ces études.

c) Apres greffe

1. Méthode de détection de la rechute

La rechute apres allogreffe de CSH est fréquente avec des taux avoisinant les 40% chez
les malades a haut risque et présage généralement un trés mauvais prognostic (Miller et al.,
2010). Traditionnellement, la détection de I’imminence d’une rechute dans la période post-
transplantation avait été¢ basée sur 1’analyse du chimérisme du donneur, mais le manque de
spécificité reste un probléme. Par conséquent, I’intérét porté¢ sur la détection de la maladie
résiduelle minimale (MRD: minimal residual disease) dans les soins de patients post-
transplantation permet de détecter une réapparition des cellules leucémiques le plus tot

possible (Bacher et al., 2012).

1) Chimérisme

Le chimérisme apres greffe de CSH renseigne sur la qualité de la prise de greffe et
permet d’anticiper un traitement adapté pour le patient. La surveillance post-greffe permet de
prédire des événements, comme la rechute, la GVHD ou le rejet, et de mettre en oeuvre
rapidement un traitement ou une immunothérapie adaptée, telle que I’injection des
lymphocytes du donneur (DLI) (Bader ef al., 2005; Baron et Sandmaier, 2006).

L’étude du chimérisme apres greffe de CSH est réalisée en analysant simultanément des

systémes génétiques propres au donneur et au receveur. Une étude séquentielle de ces
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systemes chez le patient greffé permet de mettre en évidence la présence de cellules donneur
et/ou receveur, de les quantifier et d’évaluer leur évolution. On parle de chimérisme total (CT)
lorsque seules les cellules du donneur sont détectées et de chimérisme mixte ou partiel (CM)
lorsque des cellules du donneur et du receveur sont présentes simultanément. La
quantification de ce CM a été proposée comme une méthode pour suivre 1’évolution post-
greffe (Baron et al., 2004). Un CM aprées greffe de CSH peut signaler la réapparition de
cellules tumorales, car la présence de cellules provenant du receveur précede souvent une
rechute hématologique qui peut évoluer rapidement. L’apparition, ces derni¢res années, de
greffes a conditionnement atténué (non myélo-ablatif) ou de RIC a permis de réduire la
toxicit¢ de la greffe et de la réaliser chez des sujets agés ne pouvant supporter un
conditionnement standard. En revanche, ces greffes de type RIC laissent apparaitre plus
fréquemment un état de CM et augmentent 1’importance du suivi du chimérisme post-greffe
(Jacquet et al., 2003; Mothy et al., 2007). 1l est également possible d’affiner 1’analyse du
chimérisme en ciblant certaines populations afin d’obtenir une détection précoce des fractions

cellulaires du receveur (Zeiser et al., 2005; Liesveld et Rothberg, 2008).

2) Maladie résiduelle

Des taux faibles de cellules leucémiques, appelées MRD, ont été associés a un risque
accru de rechute et a un raccourcissement de la survie (San Miguel et al., 1997). Le rdle, les
méthodes et la source tissulaire optimale pour la détermination MRD avant et apres allogreffe
de CSH sont pas encore entierement déterminés (Bacher ef al., 2011). Le sang périphérique et
la MO ont été utilisés chez les patients pour déterminer la persistance de faibles niveaux de
maladie, avec environ 75% des échantillons donnant des résultats concordants. Le sang

périphérique dans certains cas, peut étre moins sensible que les échantillons de moelle dans la
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détection de faibles niveaux de la maladie. Cependant, son acces facile permet une
surveillance continue (Stahl ez al., 2010). La MRD detecte plus précocement la récurrence de
la maladie, ce qui permet d’intervenir plus rapidement par la levé rapide de
I’immunosuppression ou I’administration de d’immunothérapies (Bader et al., 2008; Diez-

Campelo et al., 2009).
il. Approches d’immunothérapies
1) Injections de lymphocytes du donneur (DLI)

La DLI est une approche de I’immunothérapie adoptive la plus fréquemment utilisée
pour traiter les patients en rechute de maladie hématologique maligne apres allogreffe de
CSH. Leffet de la DLI est médiée par I’activité anti-tumorale des cellules T du donneur et
éventuellement des cellules NK (Bar et al., 2013). L’efficacité de cette approche dépend du
type de maladie et de la dose de lymphocytes CD3" infusée. Des résultats encourageants ont
¢té¢ observés dans la leucémie myéloide chronique (LMC) et les lymphomes indolents;
cependant, la réponse est généralement limitée dans la rechute de LAM ou LAL, et les
patients sont a risque de GVHD grave ou d’aplasie médullaire (Huang et al., 2007). La dose
de cellules utilisées dans les différentes études variait de 0,01 a 8,8 x 10% cellules T/kg.
Certains chercheurs ont suggéré qu’une dose de cellules de moins de 1 x 10°® lymphocytes
T/kg n’est pas optimale. Une dose de cellules au-dessus de 4,5 x 10® cellules T/kg ne semble
pas offrir de meilleurs taux de réponse et peut éventuellement entrainer des complications et
étre préjudiciable (Bar et al., 2013).

La DLI thérapeutique (tDLI) est administrée aux patients chez lesquels le résultat
souhaité de la greffe n’a pas été atteint, dans le traitement de la rechute, et plus récemment,
pour corriger un chimérisme du donneur incomplet aprés un conditionnement non-
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my¢loablatif ou RIC. Plusieurs rapports ont été publiés sur 1’utilisation de DLI en tant que
traitement aprés greffe de CSH (Tableau 2) (Michallet et al., 2005; Huff et al., 2006; Huang et
al., 2007). Ces ¢études ont montré que la DLI est une option thérapeutique potentiellement
efficace pour les patients atteints d’une hémopathie maligne en rechute apres greffe de CSH.
En raison de 1’augmentation des taux de rechute aprés la déplétion en lymphocytes T de
I’allogreffe de CSH, plusieurs études ont examiné 1’utilité de DLI prophylactique (pDLI) pour
minimiser la récidive tumorale (Tableau 2) (Montero et al., 2006; Wang et al., 2012; Liga et
al., 2013). Liga et al ont montré que les patients atteints de leucémies qui regoivent de faibles
doses de pDLI aprés conditionnement par alemtuzumab sont a faible risque de récidive;
toutefois, cette approche est associée a une incidence relativement élevée de GVHD grave
(Liga et al., 2013). Wang et al ont montré que le taux de récidive plus faible et une probabilité
de survie plus élevée ont été obtenus avec des patients qui ont regu pDLI par rapport aux
patients qui n’ont pas. Les résultats ont suggéré que la prophylaxie de rechute avec
’utilisation de pDLI peut augmenter la survie des patients atteints d’un stade avancé de
leucémie aigué (Wang et al., 2012). Montero et al ont souligné 1’importance de la GVHDc
pour soutenir un effet de GVL aprées allogreffe de CSH et ont montré qu’il est possible de
concevoir des protocoles qui minimisent la morbidité et la mortalit¢ de GVHD (Montero et
al., 2006). Une facon de surmonter ces problémes est liée a la possibilité de sélectionner des
sous-populations de leucocytes avec un effet GVL efficace et un risque de GVHD réduit ou

absent (Deol et Lum, 2010).
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Tableau 2. Rapports publiés sur ’utilisation de DLI comme prophylaxie ou traitement apres greffe de CSH.

Référence/  No. Maladies Source de Dose GVHDa
suivi apreés donneurs cellulaire grade
DLI ™) (x10°% 1-1v

les cellules
sont des
cellules T

CD3*, sauf

mention (N)

Hulff et al, 83  LMC; MRD LMC: 10/kg 29/83
2006 MM; MM,

LMC: 857 LAM; MDS:50/kg

jours MDS; LAM/LAL,

Autres: 383 LAL; LH,

jours LH; LNH LNH:100/kg

escalade de

dose

Liga et al, 15 LAM ; PBSC dose médiane: 3/15
2013 LAL apparenté/ 2/kg (20%)
575 jours nonapparenté

Montero et 138 LAM; TCDde MO  10/kg 53/138
al, 2006 LAL; apparenté (38%)
47 mois LMC;

GVHD¢ Réponse/  OS PFS/LFS TRM

rechute

27/83 tDLI LMCPC NR

22/83

ORR:37/83 a2ans:
16/17
Autres a

1 an:

9/66

3/15 pDLI, pas 87+9% 72+12%

(20%) de rechute

71/116  pDLI

5845 %

46£5% 20+4%

(61%) 2045%




MDS

BDR, bulk dosing regimen; CSH, cellules souches hématopoiétiques; DLI, injection de lymphocytes du donneur;
ESD, escalated dosing regimen; GVHDa, greffon contre 1’h6te aigu€; GVHDec, greffon contre 1’hte chronique;
LAL, leucémie aigué lymphoblastique; LFS, leukemia-free survival; LH, lymphome de Hodgkin; HLA, humain
leucocyte antigen; LAM, leucémie aigué myéloide; LNH, lymphome non Hodgkinien; MDS, myélodysplasie;
MM, myélome multiple; MO, moelle osseuse; MRD, donneur apparenté appariés; No., nombre de patients; NR,
pas signalé; ORR, objective response rate; OS, overall survival, PBSC, peripheral blood stem cell; PC, phase
chronique; PFS, progression-free survival, TCD, déplétion des cellules T; TRM, mortalité liée au traitement;

URD, donneur non apparenté.
2) Lymphocytes T cytotoxiques (CTL: cytotoxic T lymphocyte)

Le manque de spécificité de I’effet GVL est a I’origine de la GVHD. Par conséquent, des
efforts considérables ont été faits pour identifier les antigénes cibles capables d’induire une
réponse plus spécifique dirigée contre les cellules tumorales. Ces antigénes se répartissent en
deux catégories: les antigénes mineurs d’histocompatibilit¢ (mHAgs) exprimés par les
progéniteurs leucémiques et les antigénes associés aux tumeurs (TAA) représentant diverses

protéines surexprimeées par la leucémie (Barret, 2008).
1. CTLs spécifiques de mHAg

Une sous-population d’antigénes mineurs d’histocompatibilité est exprimée sur des
cellules hématopoiétiques du receveur, y compris les cellules souches leucémiques, mais pas
sur les tissus cibles de la GVHD (Warren et al., 2010). Marijt et al ont traité sur 3 patients
mHAg HA-1-et/ou HA-2-positives enrechute de leur maladie apres allogreffe de CSH avec
des DLI prélevées chez leurs donneurs mHAg HA-1-et/ou HA-2-négatifs. L’émergence de
cellules T CD8" spécifiques de HA-1- et 2 dans les 5-7 semaines aprés la DLI a été associée a

une RC durable (Marijt et al., 2003). Ces travaux préalables ont permis par la suite de
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developper la technique d’expansion de lignées de CTL spécifiques ex vivo. Une réponse anti-
leucémique a été observée chez 4 des 8 patients traités (Marijt et al., 2007). Des résultats
similaires ont ét¢ obtenus par Warren et a/ avec cependant une toxicité plus importante

detectée au niveau pulmonaire (Warren et al., 2010).
ii. CTLs spécifiques de TAA

Un certain nombre de TAA sont connus pour étre exprimés largement par les leucémies
my¢loides: geéne 1 de la tumeur de Wilms (WTI), la protéinase 3, I’¢élastase neutrophile
humaine, I’antigéne A3 associ¢ au mélanome et 1’antigene exprimé préférentiellement du
mélanome. La protéine WT1 a été la plus largement caractérisée. WT1 est surexprimé dans
diverses tumeurs malignes hématologiques jusqu’a 70% des patients atteints de LAM, LAL,
LMC, et le syndrome myélodysplasique (MDS: myelodysplastic syndrome) (Tyler et al.,
2013). Un haut niveau d’expression de WT1 par des blastes leucémiques dans LAM est
associ¢ a une mauvaise réponse a la chimiothérapie, un plus grand risque de rechute, et une
probabilité de survie prolongée sans maladie plus réduite. Pour ces raisons, I’expression de
WTI sert de marqueur pronostique, et est utilisée pour surveiller la réponse de la maladie et la
MRD (Tyler et al., 2013). Les lymphocytes T CD8" spécifiques de WT1 peuvent distinguer
des cibles sur-exprimant cet antigéne par rapport aux cellules normales et il a ét¢ démontré
qu’ils sont capables de lyser des cellules leucémiques mais pas les cellules CD34" normales
(Chapuis et al., 2013). Les réponses des cellules T CD8" contre WT1 survenus chez des
patients apres greffe de CSH ont été associé a une réduction du nombre de cellules malignes
et du risque de rechute (Tyler et al., 2013), et la fréquence médiane de WT1-CTL (1,38%)
chez les patients présentant une rémission moléculaire (MoR) était significativement plus

élevée que chez ceux qui n’ont pas de MoR (0,38%) a 30 jours apres allogreffe de CSH
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(Wang et al., 2010).

Dans une étude récente, Chapuis et a/ ont montré que I’'IL-21 utilisée pour limiter la

différentiation terminale des CTL ex vivo était susceptibles de prolonger la survie de clones de

CTL CD8" spécifiques de WT1 in vivo et maintenait les caractéristiques phénotypiques et

fonctionnelles associées a des lymphocytes T CD8" mémoire a long terme (Chapuis et al.,

2013).

Les résultats de ces études ont illustré la possibilité d’améliorer de manicre sélective

I’activité de GVL par le transfert adoptif de CTL spécifiques de 1’antigéne apres allogreffe de

CSH. Les stratégies pour activer et/ou expandre les CTL pour transfert adoptif sont résumés

dans le Tableau 3.

Tableau 3. Méthodes pour isoler, activer et expandre des cellules pour les immunothérapies adoptives apres

greffe de CSH.
Cellules Références population de méthode Conditions de culture Temps de
départ culture
CTLs de Marijt et al, 2003 PBMCs de donneur  Stimulation directe de Milieu de Dulbecco <1 jour
mHAg PBMC avec le peptide, modifié par Iscove;
sélection de tétramére sérum humain 10%;
cellules nourriciéres
allogéniques,
phytohémagglutinine,
IL-2
CTLs de Marijt et al, 2007 PBMCs de donneur Stimulation directe de IMDM additionné de 3-4 semaines
mHAg PBMC avec le peptide plasma 10% héparine de
donneur, cellules
présentatrices
d’antigénes leucémiques
irradiés, 1L-2
CTLs de Warren et al, PBMC apres la Stimulation de PBMCs Milieu RPMI 1640, L- 10-12 semaines
mHAg 2010 transplantation du avec PBMCs irradiés de  glutamine, tampon
receveur receveur HEPES, pénicilline 1%/
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CTLs de Chapuis et al, PBMCs de donneur  Cellules T CD8" 7-10 jours
TAA 2013 sélectionné par des billes
ont été stimulées avec

DC autologues et peptide

Introna et al, Cellules Culture avec rhIFNy, Milieu sans sérum X- 21-28 jours
2010 mononuclées anticorps OKT3, rhIL-2 VIVO 15, glutamine,

d’UCB sac gentamicine

affouillements

CIK Linn et al, 2012 PBMCs de donneur  Culture avec rhIFNy, RPM]I, sérum de veau 28 + 1 jours

anticorps OKT3, rhIL-2 foetal 10%

Koehl et al, 2004  cytaphéréses non Deux étapes de déplétion  Milieu X-VIVO 10, 10-14 jours
Brehm et al, 2011  stimulées de CD3" par des AB 10% inactivé
Stern et al, 2013 microbilles CD3 qui plasma frais congelé,

s’ensuit avec la sélection  rhIL-2
de CD56 par des

microbilles CD56

NK Rizzieri et al, cytaphéréses non Utilization d’un Frais

2010 stimulées anticorps CD56
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AB, albumine; DC, cellules dendritiques; CIK, cytokine induced killer; CSH, cellules souches hématopoiétiques;
CTL, lymphocytes T cytotoxiques; mHAgs, antigénes mineurs d’histocompatibilité; NK, natural killer; PBMC,
cellules mononuclées du sang périphérique; rhIFNy, interféron-y humain recombinant; rhIL-2, interleukine-2

humaine recombinante; TAA, antigénes associés a tumeur; UCB, sang de cordon ombilical.

3) Cellules T yo

Un certain nombre d’études ex vivo et in vivo suggerent que les cellules T yo peuvent étre
utiles dans le cadre de la greffe de CSH (Rey et al., 2009; Locatelli et al., 2013). Les cellules
T yd peuvent médier une activité antitumorale innée et pourraient étre capables de faciliter la
prise de greffe allogénique. En outre, il semble que les cellules T yd ne provoquent pas de
GVHD. Cependant, peu d’études portent spécifiquement sur le role des cellules T yd dans le
cadre de la greffe de CSH.

L’action protectrice des cellules T yo contre la rechute de la maladie chez les patients
apres greffe de MO a été rapportée par Lamb et al (Lamb et al., 1996). Plusieurs patients qui
ont regu une greffe de MO déplétée en cellules T off ont développé ultérieurement une
augmentation spontanée des taux de cellules T yd au cours de la premiére année apres greffe
de CSH. Ces patients ont présenté une amélioration significative de la survie sans maladie par
rapport aux patients a risque similaire. Il est intéressant de noter que 1’augmentation des
cellules T yd a persisté chez les patients survivants jusqu’a plusieurs années apres la
transplantation.

Des observations similaires ont été notées par Godder et al, qui ont recueilli les taux de
cellules T yo fagon prospective chez 153 patients (77 LAL; 76 LAM) subissant une allogreffe
de CSH partiellement incompatible. Tous les patients ont recu une greffe partiellement
déplétée en cellules T en utilisant TIOB9 (n = 46) ou OKT3 (n = 107). La survie sans

leucémie et I’OS des patients avec des cellules T yo augmentées par rapport a ceux avec des
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valeurs normales/diminuées étaient de 54,4% versus 19,1% et 70,8% versus 19,6%,
respectivement. Dans une analyse multivariée de Cox, les patients avec des cellules T yd
normales/diminuées ont présenté une moins bonne survie sans leucémie (Godder et al., 2007).

Si différentes études suggerent que le transfert adoptif de cellules T yd chez les patients
atteints de tumeurs malignes hématologiques réfractaires avancées qui n’étaient pas
admissibles a une greffe allogénique est possible (Wilhelm et al., 2003; Abea et al., 2009),
elles peuvent également étre envisagées dans le traitement d’une variété de tumeurs malignes

dans le cadre de I’allogreffe de CSH.
4) Cytokine induced killer (CIK)

La présence de lymphocytes cytotoxiques infiltrant les tumeurs (TIL: tumor infiltrating
lymphocytes) est associée a une augmentation de la survie des patients cancéreux (Fox et al.,
2011; Fridman et al., 2011). L’immunité anti-tumorale adaptative et I’'immunité cellulaire
innée sont importantes pour limiter la croissance tumorale et 1’élimination éventuelle du
cancer. Théoriquement, les réponses immunitaires cellulaires anti-tumorales peuvent étre
grandement améliorées par le transfert adoptif de lymphocytes, un terme qui englobe une
stratégie dans laquelle des cellules T ou NK autologues sont acquises a partir d’un patient
atteint de cancer puis activées et développées ex vivo avant réinjection. La thérapie cellulaire
adoptive du cancer, a été¢ démontrée pour la premiere fois chez des souris il y a plus de 60 ans
(Mitchison, 1955), a pris de I’ampleur au cours des dernic¢res années en raison des expériences
cliniques avec patients atteints de mélanome (Rosenberg et al., 2011). Cette approche est
basée sur I’expansion ex vivo d’un grand nombre de TIL et de sélection de lignées de cellules
T spécifiques de tumeur. Les TIL sont des cellules T CD3'CD8" et leurs fonctions anti-

tumorales sont restreintes par le CMH (Rosenberg et al., 1986). Beaucoup de patients atteints
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de cancer ne sont pas ¢ligibles pour la thérapie a base de TIL parce que leurs TILs ne
s’expandent pas suffisamment ou parce que leurs tumeurs ont perdu expression des antigénes
ou des molécules du CMH ou ont un tres faible nombre de TILs. CIK sont une population
hétérogene de cellules T CDS effectrices avec diverses spécificités de TCR, possédant des
activités cytolytiques non restreintes par le CMH contre les cellules tumorales. Par
conséquent, les cellules CIK peuvent lyser les cellules tumorales d’une maniére non restreinte

par le CMH et peuvent servir d’ immunothérapie cellulaire alternative (Jiang et al., 2013).
i. Généralités

Les cellules CIK sont générées par I’expansion ex vivo de lymphocytes du sang
périphérique en utilisant des anticorps anti-CD3 et de I’IL-2. La culture a court terme de
lymphocytes du sang périphérique humain avec de I'IL-2 permet la prolifération et le
développement des cellules NK effectrices et des lymphocytes T non spécifiques, avec
I’activité¢ de lymphokine-activated killer (LAK) (Yron et al., 1980; Lotze et al., 1980).
L’activit¢ de LAK permet la lyse des cibles tumorales fraiches d’une maniere non HLA
restreinte ex vivo et exerce également des effets anti-tumoraux in vivo. Néanmoins,
I’utilisation des cellules LAK comme une immunothérapie anti-tumorale n’a pas obtenu
beaucoup de succes clinique et est entravée a la fois par I’expansion limitée des cellules LAK
ex vivo et par une faible activité cytolytique in vivo (Mule et al., 1984). L’extrapolation en
clinique humaine a partir de modéles murins d’immunothérapie suggére que prés de 2 x 10"
cellules LAK humaines peuvent étre nécessaires pour permettre des réponses anti-tumorales
adéquates (Ochoa et al., 1987). En outre, la thérapie a base de LAK a été limitée par la
toxicité élevée liée a ’administration d’IL-2. Une solution a ce probléme consiste a

augmenter la cytotoxicité des lymphocytes T expandus. A cet effet, des anticorps
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monoclonaux (mAbs) agonistes contre le CD3 et IL-2 ont été ajoutés a la culture de cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC: peripheral blood mononuclear cell). En 21 jours,
les cellules peuvent étre expandues plus de 1000 fois ex vivo (Ochoa et al., 1987). L’activité
lytique de ces cellules peut encore étre augmentée en ajoutant d’autres cytokines telles que
I’IFN-y et I'IL-1B (Ochoa et al., 1987). Les conditions de culture initiales définissant I’activité
des CIK ayant été modifiées par I’ajout d’IFN-y 24 h avant I’addition de ’anticorps anti-CD3
et de I'IL-2 (Figure 6), le terme de CIK a alors été utilis¢ pour les distinguer des LAK
conventionnels activés par I'IL-2 (Schmidt-Wolf et al., 1991). Elles présentent une
multiplication par plus de 70 de leur cytotoxicité et une réponse proliferative supérieure, par
rapport aux LAK stimulées par I’IL-2 (Schmidt-Wolf et al., 1991).

Parmi les cellules CIK expansées, les cellules avec la plus grande cytotoxicité contre des
lignées de cellules tumorales expriment a la fois le marqueur des cellules T CD3 et le
marqueur de NK CD56. Les cellules CD3"CD56" sont rares dans les lymphocytes du sang
périphérique (Schmidt-Wolf et al., 1993). Lorsque les lymphocytes du sang périphérique sont
cultivés dans des conditions similaires a des CIK pendant 21 jours, plus de 90% des cellules
expandues sont CD3" (Leemhuis et al., 2005). Ils sont constitués d’environ 70% de cellules
CDS8" et 30% de cellules CD4". Le pourcentage de cellules CD3 'CD56" augmente également
considérablement et représente plus de 20 a 30% des cellules CIK, compatibles avec la
génération de cellules T effectrices dans ces cultures apres environ 21 jours de culture. La
plupart des cellules CD3'CD56" co-expriment le CD2, le TCR off et le CD8 mais sont
négatifs pour le CD4, le marqueur de cellule Th et le CD16, un marqueur de cellule NK. La
cytotoxicité médiée par les cellules CD3"CD56" ne dépend pas du CMH, similaire & celle
médiée par les cellules NK. Fait intéressant, 1’activité anti-tumorale est limitée a la CIK

CD3'CD56" et I’alloréactivité contre cellules mononucléées HLA-mésappariées est limitée a
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la CIK CD3'CD56 (Sangiolo et al., 2008). Ces cellules se distinguent des cellules NK, car
elles ne médient pas la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC:
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Cellules CD3'CD56" expandues dans ces
conditions de culture sont dérivées de cellules T CD3'CD56’, et non a partir de cellules NK
CD3°CD56" (Lu et Negrin, 1994). Aprés la culture, les cellules T CD3'CD8", mais pas les
CD3'CD4" expriment des niveaux élevés de CD56. Ceci est cohérent avec le fait que les
cellules T CDS effectrices possedent des niveaux élevés d’activité cytotoxique (Lu et Negrin,
1994). En outre, cellules CIK sont CD45RA", CCR7, CD62L positif faiblement, CDl1a’,
CD27", CD28", protéine inflammatoire macrophage 1a’, perforine’, ligand Fas', suggérant
que ce sont des cellules T mémoire largement différenciées (Lu et Negrin, 1994). De plus, le
répertoire VP dans des cellules CIK a la fin de la culture est de motif polyclonal. Ainsi, les
conditions de culture CIK générent une population hétérogeéne de cellules T CD8 effectrices
avec divers spécificit¢ TCR mais possédent une activité cytolytique contre des cellules
tumorales non-CMH-restreinte.

En raison de la cytotoxicité non-HLA-restreinte tres forte de cellules CIK et surtout, sur
la base des observations précliniques que les cellules CIK n’induisent pas de de GVHD dans
un contexte allogénique, les chercheurs ont suggéré que les cellules CIK dérivées de donneurs
puissent étre administrées aux patients leucémiques en rechute apres allogreffe de CSH (Linn

etal., 2012).
i1. CIK (cytokine induced killer) et post-allogreffe de CSH

Le premier essai clinique de phase I sur I’utilisation de CIK dans un contexte allogénique
dans le cadre de traitement des hémopathies malignes a été réalisé par Introna et a/ en 2007

(Introna et al., 2007). Dans cette étude, 11 patients atteints de LAM (n = 4), de lymphome de
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Hodgkin (LH, n = 3), de leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC, n = 1), LAL pré-B
(n =1) et MDS (n = 2) en rechute apres greffe de CSH de la fratrie (n = 6) ou d’un donneur
non apparenté¢ (MUD: mathed unrelated donor) (n = 5) ont recu au moins une perfusion de
cellules CIK. Les infusions ont été bien tolérées et aucune réaction aigué ou tardive liée a la
perfusion n’a été signalée. Des GVHDa grade I et II ont été observées chez 4 patients, 30
jours apres la dernicre perfusion de cellules CIK. La progression de la maladie et la mort a été
observée chez 6 patients, 1 patient avait une maladie stable, 1 avait une amélioration
hématologique et 3 ont présenté une RC. Dans une autre étude, la méme équipe a demontré
que I’expansion de CIK a partir de fonds de poches de greffons de sangs de cordon était
faisable. Aucun événement indésirable aigu ou retardé n’a été observé et une réponse partielle
(RP) a été obtenue chez un patient mais accompagnée de facon concomitante du
développement de GVHDa de grade III. Ces observations ont montr¢ la toxicité relativement
faible de cellules CIK dérivées de sang de cordon et la faisabilit¢ de ce programme
d’immunothérapie pour les patients qui ne pourraient pas autrement bénéficier de DLI
(Introna et al., 2010).

Dans un autre essai clinique de phase I pour évaluer la faisabilit¢ et la sécurité des
cellules CIK allogéniques, 18 patients qui avaient rechuté apres allogreffe de CSH apparentée
ont recu des perfusions de doses croissantes de CIK. Une GVHDa de grade I-1II a été observée
chez 2 patients, et 1 patient avait une GVHDc limitée. Aprés un suivi médian de 20 mois
(extrémes: 1-69 mois), I’OS médiane était de 28 mois et la médiane de survie sans événement
était de 4 mois (Laport ef al., 2011).

Dans une expérience plus récente publiée par Linn et a/, une réponse prolongée a plus
de 2 ans a pu etre observée pour certains des patients traités mais 1’injection de CIK s’est

accompagnée de la survenue de GVHDa (Linn ef al., 2012). De plus les CIK sont susceptibles
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d’étre préparés a partir de cellules mononucléées d’origine donneur prélevées chez un
receveur présentant un chimérisme complément donneur en post-allogreffe. Cette possibilité
permettrait de pallier les cas ou il n’est pas possible de prélever une DLI chez le donneur du
fait d’un refus (Zhong et al., 2012).

Ces études cliniques suggerent que les CIK sont une possibilit¢ d’immunothérapie
prometteuse et sure pour le traitement de tumeurs malignes hématologiques en rechute aprés
allogreffe de CSH. Des essais cliniques multicentriques sont nécessaires afin de valider cette
approche thérapeutique et optimiser le protocole de traitement. Cette thérapie devrait étre
encore améliorée en augmentant la spécificité des cellules CIK par des approches d’ingénierie
immunologique et génétique et 1’identification de biomarqueurs prédictifs robustes pour la
stratification des patients. Les stratégies pour activer et/ou étendre de cellules CIK pour
immunothérapie adoptive sont résumées dans le Tableau 2 et Figure 6.

Serum

PBMC }

RBC
Apheresis PBMC 0.5X 10°
IFN-y, IL-Tor, 11-2
T cell expanslonl ;...;hcml ,
41021 days

Infusion CIK cells: 5~50X10°

Figure 6. Procédure pour la préparation de CIK. Des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC)
sont isolées par aphérése. Les cellules T sont activées, cultivées, et différenciées a 1’aide d’un anti-CD3 en
présence de cytokines, dont ’IFN-y, IL-1a, et IL-2 de 14 a 21 jours. Ces cellules T, communément appelées

cytokine induced killer (CIK), sont ensuite perfusées chez les patients (Jiang ef al., 2013).
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Chapitre III : Cellules NK

1. Présentation
a) Généralités

Les cellules NK sont des lymphocytes historiquement appelées «cellules tueuses naturelles»
en raison de leur capacité apparemment spontanée a lyser des cellules tumorales ou infectées
en I’absence d’immunisation spécifique préalable.
Cette propriété les distingue des autres lymphocytes tueurs, les lymphocytes T CDS8
cytotoxiques, qui exercent, par I’intermédiaire de leur TCR, une cytotoxicité spécifique vis-a-
vis de cellules présentant un épitope antigénique donné. Les cellules NK sont un des
composants de I’immunité dite «innéey.
Les cellules NK ont une morphologie de grands lymphocytes granuleux, avec un cytoplasme
riche en granules lytiques. Elles sont caractérisées par I’expression des molécules CD56,
CD16 et NKp46, et par 1’absence d’expression de surface des membres de la famille CD3, ce
qui les distingue des lymphocytes T. Cependant, les cellules NK sont hétérogénes sur le plan
phénotypique. Différentes sous-populations de cellules NK expriment en effet des marqueurs
de maturation et de différentiation distincts.
Les cellules NK sont présentes:

- dans la circulation sanguine, ou elles représentent 5 a 15% des lymphocytes

- dans les organes lymphoides (rate, amygdales, ganglions périphériques)

- dans certains tissus (foie, poumon, placenta...) ou elles exercent un rdle de sentinelle

Leur renouvellement dans le sang est d’environ deux semaines.

b) Origine et maturation des cellules NK
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Les cellules NK proviennent de cellules précurseurs hématopoiétiques dans la MO (Colucci et
al., 2003) (Figure 7). Cependant, les cellules précurseurs hématopoiétiques sont également
présentes dans les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides secondaires (Freud et
Caligiuri, 2006), la decida maternelle (Vacca et al., 2011), le thymus et le foie du foetus
(Phillips et al., 1992; Ikawa et al., 1999). Néanmoins, le développement des cellules NK se
produit principalement dans le microenvironnement médullaire.

D’une maniére générale, les cellules NK sont issues de CSH CD34" via différents stades de
développement, tels que le précurseur de cellules NK (pNK), la cellules NK immature (iNK)
et la cellule NK mature, et sont caractérisées par 1’acquisition séquentielle des récepteurs de
surface et de fonctions effectrices (Luevano et al., 2012) (Figure 8). Les CSH donnent lieu a
différentes lignées hématopoiétiques générées a partir de progéniteurs lymphoides communs
et de progéniteurs myéloides communs. Les progéniteurs lymphoides communs se
différencient en progéniteurs NK/T qui ont le potentiel de se développer en cellules T et/ou
NK. Apres cela, les cellules NK/T se différencient en pNK et iNK et enfin en NK matures
(Freud et Caligiuri, 2006; Blom et Spits, 2006). Récemment, Grzywacz et al ont montré que
les cellules NK peuvent également étre obtenues a partir de précurseurs myéloides tels que les
progéniteurs myéloides communs et la population CD33'CD13" (Grzywacz et al., 2011). La
transition de NK/T aux cellules pNK est définie par ’expression de I’IL-2/15Rf (récepteur
CD122) (Ikawa et al., 1999). En méme temps que 1’expression de I’IL-2R, I’IL-7, facteur de
cellules souches et FIt3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand) engagent les CSH vers la lignée
NK (Williams et al., 1998). Chez I’homme, pNKs sont caractérisées par le phénotype
CD34'CD122°CD56, et ces cellules pNK répondent alors & I’TL-15, un facteur critique pour
la maturation finale des cellules NK.

Etant donné que les cellules se différencient a partir des cellules pNK aux cellules iNK,
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I’expression de FIt3 et ’IL-7Ra diminue, alors que I’expression de I’'IL-2Rf, CD2 et 2B4
(CD244) augmente (Yu et al., 1998; Sivori et al., 2002). Les cellules iNK sont identifiées par
I’expression de CD161 qui une population de cellules CD3'CD56'CD161" qui a notamment
été retrouvée au cours de la différenciation des cellules NK ex vivo a partir de cellules souches
issues de sang de cordon CD34'Lin™ (Lanier et al., 1994). Bien que I'IL-15 soit connue
comme étant indispensable au développement des cellules NK (Carson et al., 1994; Cooper et
al., 2002), la génération de pNKs a partir de CSH est probablement un mécanisme IL-15
indépendante (Vosshenrich et al., 2005). IL-15 et son récepteur spécifique, I’'IL-15R,
interviennent dans la différenciation de pNKs commises en cellules iNK (Roychowdhury et
al., 2005).

La maturation finale de cellules NK est caractérisée par 1’acquisition de I’expression de
récepteurs activateurs et inhibiteurs. Le récepteur activateur NKp44 est le premier récepteur
des cellules NK a étre exprimé au stade précoce de la maturation des cellules NK. Les
récepteurs activateurs NKp46, NKp30, NKG2D et DNAM-1 sont acquis a un stade ultérieur.
Le premier récepteur inhibiteur a exprimer ex vivo pendant la différenciation des cellules NK
est CD94/NKG2A (Freud et Caligiuri, 2006).

Contrairement a ce qu’il a été pendant longtemps envisage, les cellules NK doivent subir un
processus «d’éducation» (appelé aussi «tuning», «licensing» ou «arming») qui va leur
permettre de distinguer les cellules saines, des cellules anormales qui seront leurs cibles. Ce
processus requiert une interaction initiale de certains de leurs récepteurs avec les molécules
CMH-I du soi. Cette interaction implique que seules les cellules NK ainsi éduquées pourront
ensuite étre fonctionnellement compétentes, c’est-a-dire s’activer face a une cellule anormale

(Kim et al., 2005).
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Figure 7. Origine des cellules NK (Terese Winslow, Lydia Kibiuk et Caitlin Duckwall, 2001).
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microenvironnement pour le développement des cellules NK. L’addition de différentes interleukines

(comme I’'IL-7, IL-15, SCF, FIt3L) entraine la différenciation vers la lignée cellulaire NK. Les cellules
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subissent des phases différentes; la premiére étape (pro-NK) est caractérisée par 1I’expression de facteurs de
transcription importants comme ID2, ID3 et E4BP4. Dans la deuxieéme étape, le SCF et FIt3L favorisent
I’expression de récepteur IL-2/15p, se qui augmente la réactivité a I’IL-15. La diminution de 1’expression
de ’'I[L-7Ra et FIt3L sont caractéristiques de la phase de pré-NK. Par la suite, I’expression de CD161, CD2
et 2B4 refléte 1’étape d’iNK. L’acquisition coordonnée des différents marqueurs d’activation et d’inhibition
est suivie par une capacité de cytotoxicité accrue. FIt3L, ligand de FLT3; iNK, natural killer immature; NK,
natural killer; SCF, facteur de cellules souches.

Les cellules NK humaines sont caractérisées par I’expression du CD56 et CD16, et 1’absence
du CD3 (Luevano et al., 2012). Deux sous-populations distinctes de cellules NK humaines

ont été identifiées en fonction de la densité d’expression du CD56 (Cooper ef al., 2001). La

majorité (90%) des cellules NK humaines dans le sang périphérique est CD56%™ et exprime

des niveaux élevés de CD16, une minorité (10%) étant CD56™¢™" et CD16“™™¢. Ces sous-

6bright

populations de cellules NK sont fonctionnellement distinctes. Les cellules CD5 sont des

productrices de cytokines, tandis que les cellules CD56%™ sont cytolytiques et fonctionnent

comme des effectrices efficaces de I’ADCC (Figure 9).
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Figure 9. Schéma des sous-populations de cellules NK humaines. (a) Les cellules NK CD5
taux élevés de cytokines apreés stimulation. Cette sous-population présente une densité d’expression de CD16

faible et présente une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) faible. (b) En
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revanche, les cellules NK CD56%m produisent des taux faibles de cytokines, sont médiateurs de I’ADCC,

I’activité lymphokine-activated killer (LAK) et ont cytotoxicité naturelle puissante (Cooper et al., 2001).

c¢) Fonctions

Les cellules NK sont des cellules «sentinelles» ayant pour vocation d’éliminer rapidement les
cellules anormales (tumorales ou infectées), tout en respectant les cellules saines. La mise en
place des fonctions NK est rapide car contrairement a celle des lymphocytes T et B, elle ne

nécessite pas d’étape de prolifération ni de différenciation.

i. Cytotoxicité

La cytotoxicité directe des cellules NK vis-a-vis des cellules anormales est leur fonction la
mieux connue. Elle peut s’exercer par différents mécanismes, en général similaires a ceux
employés par les lymphocytes T CD8 comme la cytotoxicité dépendante de la perforine.

Des signaux d’activation et/ou d’inhibition sont générés au niveau du site de contact
spécialis¢ formé entre les cellules NK et la cible, appelée la synapse immunologique (Figure
10). (Davis, 2002; Krzewski et Strominger, 2008; Orange, 2008). Une caractéristique unique
des cellules NK humaines réside dans le fait, qu’en fonction de la cellule cible et des ligands
des récepteurs de cellules NK qui sont reconnus, les cellules NK sont capables de former de
nombreux types de synapses immunologiques, tels que des synapses d’activation, d’inhibition
ou de régulation. Ces synapses jouent un role dans des fonctions spécialisées et varient dans
I’organisation de I’espace entre les cellules, et peuvent différer des synapses immunologiques
formées par d’autres cellules du systéme immunitaire (Krzewski et Strominger, 2008).

Suite a la reconnaissance de la cellule cible, la cellule NK dégranule: elle libére a la synapse
le contenu de ses granules cytoplasmiques, en particulier la perforine qui forme des pores
dans la membrane de la cellule cible.
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D’autres mécanismes cytotoxiques conduisant a la mort de la cellule cible par apoptose sont
possibles:

- interactions Fas (sur la cible)-Fas ligand (sur la cellule NK),

- interactions TRAIL-TRAIL récepteur

- libération de Granzyme B (serine estérase des granules)

- sécrétion de TNF-o (Tumor Necrosis Factor alpha) (Wallin et al., 2003)

Cytokines
Effectors
miRNAs

NK cell

Receptor signaling
ITAM

cy'totoxlcity
(apoptosis)

Target cell

Tuning NK cell activity vy

+ Cytokine treatment

« Enhancing receptor signalings (CAR) and NK effector function

+ Blocking negative regulators (Anti-KIR, NKG2A, and PD1 mAbs)
R oway S

Figure 10. Activation des cellules NK. La rencontre entre les cellules NK et cellules cibles entraine un
phénomene d’adhésion et de conjugaison. De 1’équilibre dynamique entre la signalisation des récepteurs
inhibiteurs et activateurs au niveau de I’interface cellule-cellule dépend le résultat de la synapse. ADCC,
cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps; CAR, récepteur de I’antigéne chimére; GzmB, granzyme B;
ITAM, immunoreceptor motif activateur a base de tyrosine; ITIM, immunoreceptor motif inhibiteur a base

de tyrosine; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor; MHC, histocompatibilité majeur; MTOC, centre
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de microtubules organisation; PD1, mort cellulaire programmée 1; Prfl, perforine; -, inhibition des cellules

NK; +, activation des cellules NK (Yoon et al., 2015).

ii. Production de cytokines

Les cellules NK produisent en particulier de I’I[FN-y, mais aussi du TNF-qa, de I’'IL-10, du
GM-CSF et les B-chimiokines, CCL3 (MIP-1), CCL4 (MIP-1) et CCL5 (RANTES) (Figure 9).
Ces cytokines participent:

- a la régulation de la réponse inflammatoire, par exemple par le recrutement et
I’activation de macrophages et de cellules dendritiques

- au controle direct de la réplication virale par la production d’IFN-y

- au controle du type de réponse adaptative (orientation Th1/Th2/Treg) (Cooper et al.,

2001).

d) Reconnaissance des cellules cibles

Les cellules NK sont capables d’éliminer rapidement les cellules anormales (par exemple,
tumorales ou infectées par un pathogene intracellulaire), tout en respectant les cellules saines.
Cette capacité résulte d’un équilibre dynamique entre différents signaux activateurs et
inhibiteurs transmis par des récepteurs membranaires (Figure 11).
Les cellules NK reconnaissent:

- le soi manquant (absence de molécules CMH-I) grace a des récepteurs inhibiteurs

- des molécules de «détresse» sur les cellules anormales griace a des récepteurs activateurs.
Ces récepteurs exercent leur fonction (inhibitrice ou activatrice) lorsqu’ils reconnaissent leurs
ligands sur les cellules partenaires. L’intégration de la somme des signaux activateurs et
inhibiteurs transmis par les récepteurs régule I’activation de la cellule NK suite a son

interaction avec une cellule partenaire. La résultante de ces signaux détermine si la cellule NK
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va exercer ou non ses fonctions de cytotoxicité et/ou de sécrétion de cytokines vis-a-vis de la

cellule cible (Chiesa et al., 2005).

i. Les récepteurs inhibiteurs

Les plus étudiés d’entre eux reconnaissent les molécules CMH-I du soi exprimées a la surface
de quasiment toutes les cellules saines. En situation normale (non pathologique), les cellules
NK «voient» le CMH-I sur les cellules saines et sont inhibées. Ce mécanisme garantit que les
cellules saines soient préservées de la cytotoxicité NK. Une baisse d’expression des molécules
CMH-I est per¢ue comme une modification de 1’équilibre des signaux inhibiteurs/activateurs,
et conduit a I’activation des fonctions effectrices NK. C’est la théorie du «soi manquant»
Une baisse d’expression des molécules CMH-I peut survenir:

- lors d’infection virale ou de transformation tumorale (mécanisme fréquent
d’échappement a la réponse T cytotoxique des CDS).

- dans la situation de P’allogreffe, dans laquelle les cellules du greffon expriment des
molécules CMH-I allogéniques donc différentes du soi, non reconnues par les récepteurs

inhibiteurs spécifiques des molécules CMH-I du soi (Ljunggren et Karre, 1990).

ii. Les récepteurs activateurs

Outre I’expression des molécules du CMH-I, les cellules NK surveillent I’expression de
ligands de leurs récepteurs activateurs a la surface des cellules cibles. Méme si 1’expression
des molécules du CMH-I est normale, I’apparition ou la surexpression de ces ligands
bouleverse I’équilibre des signaux activateurs/inhibiteurs, et conduit a 1’activation des cellules

NK.

iii. Spécificite des récepteurs NK
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1) Récepteurs spécifiques du CMH-I

La diversité de spécificité des récepteurs spécifiques du CMH-I résulte probablement d’une
pression de sélection exercée au cours de 1’évolution par les virus, qui peuvent induire une
baisse d’expression du CMH-I portant sur un groupe d’alléles, ou un locus CMH particulier.
Ils appartiennent schématiquement a deux familles, donc chacune comprend des isoformes
inhibitrices et activatrices.

Les Killer cell Ig-like Receptors (KIR) appartiennent a la superfamille des immunoglobulines
et sont codés par une famille multigénique. Les différents membres de la famille KIR
différent par leur nombre de domaines extra-cellulaires (2 ou 3, d’ou leur dénomination
KIR2D ou KIR3D), et par la taille de leur fragment intracytoplasmique (long L ou short S,
d’ou leur dénomination KIR2DL, KIR3DL, suivie ensuite d’un numéro pour chaque membre
du sousgroupe: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3...).

Chaque récepteur est spécifique d’un groupe d’alléles du CMH-I. Par exemple:

- KIR2DL1 reconnait environ la moiti¢ des alleles HLA-C, ceux qui portent une
Arginine en position 80 de leur séquence, alors que KIR2DL2 et KIRDL3 reconnaissent
’autre moitié¢ des alleles HLA-C qui portent une Lysine en position 80.

- KIR3DL1 reconnait une majorité d’alleles HLA-B.

- KIR2DL4 et KIR2DLS sont les seuls membres avec une organisation de D0-D2 des
domaines Ig-like se qui les distinguent de tous les autres KIR2D, ayant des domaines de type
D1-D2 (Lanier, 2005).

Les ligands des formes activatrices sont parfois les mémes que ceux des formes inhibitrices.
Les récepteurs CD94/NKG2 (A, B, C, E) appartiennent a la famille des C-lectines. Ils
reconnaissent les molécules du CMH de classel non classiques telles que HLA-E, qui sont

exprimées a condition que les molécules classiques HLA-A, B ou C soient également
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produites par la cellule. L’expression de HLA-E représente un contrdle de qualité
supplémentaire des cellules saines puisqu’elle refléte le niveau d’expression des molécules

CMH-I classiques.

2) Récepteurs non spécifiques du CMH-I

I1 existe une grande variété de récepteurs ou co-récepteurs activateurs, spécifiques de ligands
distincts. Tous ne sont pas exprimés sur les mémes cellules NK. En fait, les cellules NK
utilisent de maniere variable tout un panel de récepteurs pour stimuler leurs fonctions
effectrices.

Parmi les plus importants:

- CD16 est un récepteur pour le fragment Fc des IgG. 11 est responsable du phénomeéne
d’ADCC grace auquel les cellules NK peuvent détecter et détruire des cellules cibles
recouvertes d’anticorps (opsonisées).

- Les autres récepteurs activateurs des cellules NK reconnaissent des ligands exprimés
sur les cellules dites en «détresse». Ces molécules d’alerte sont exprimées lors d’une infection
virale, d’une transformation tumorale, mais également apres des lésions de I’ADN ou un
stress génotoxique...
Plusieurs récepteurs activateurs agissent le plus souvent de maniére synergique pour induire
les fonctions effectrices NK.
Parmi les plus importants:

- les récepteurs de la famille NCR (NKp30, NKp44 et NKp46)

- les récepteurs CD94/NKG2D, DNAM-1 et NKp80 jouent un rdle important dans la

défense anti-virale et anti-tumorale (Moretta ef al., 2001).
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Figure 11. Récepteurs de surface des cellules NK et leurs ligands. Les récepteurs sont classés en fonction de leur
fonction primaire (récepteurs inhibiteurs, récepteurs activateurs, et co-récepteurs activateurs). Les ligands connus
sont indiqués entre parenthéses. Les autres familles de récepteurs ne sont pas représentées, y compris les
récepteurs de cytokines (IFN-a, IL-1, -2, -12, -15, -18 et -21), les récepteurs chimiotactiques (CCR-2, -5, -7;
CXCR- 1, -3, -4, -6, CX3CRI1 et Chem23R), des récepteurs d’adhésion (CD2 et intégrines Bl et 2), et co-

récepteurs inhibiteurs (CD300A, LAIR-1 et Siglec7) (Leung, 2011).

iv. Mécanismes d’activation/inhibition

Quand les récepteurs inhibiteurs engagent les molécules HLA en 1’absence d’interaction d’un
récepteur activateur/ligand, un signal négatif est généré, ce qui ne lyse pas de cellules cibles.
A T’inverse, lorsque les récepteurs activateurs engagent leurs ligands sur les cellules cibles en
I’absence d’interaction d’un récepteur inhibiteur/ligand, un signal d’activation est généré, ce

qui entraine la lyse des cellules cibles (Figure 12).
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Figure 12. Régulation de la réponse des cellules NK par les récepteurs activateurs et inhibiteurs. Des récepteurs
inhibiteurs (par exemple, inhibiteur KIR, CD94/NKG2A) reconnaissent leurs ligands, les molécules de classe 1
du CMH (HLA), sur la surface de la cellule cible tumorale, ce qui déclenche un signal d’inhibition. Des
récepteurs activateurs (par exemple, activateur KIR, CD94/NKG2C, NKG2D) se lient aux ligands sur la surface
de la cellule cible et activent des cellules NK et lysent des cellules cibles. A: Quand des récepteurs inhibiteurs
engagent les molécules HLA en I’absence d’une interaction d’activateur/ligand, un signal négatif est généré, ce
qui ne lyse pas des cellules cibles. B: A I’inverse, lorsque les activateurs engagent leurs ligands sur les cellules
cibles en 1’absence d’une interaction d’inhibiteur/ligand, un signal d’activation est généré, ce qui entraine la lyse
de cellules cibles. Ce scénario est opérationnel dans les cellules NK alloréactives dans le cadre de KIR épitope
non-concordance. C: Prédominance du signal activateur par rapport au signal inhibiteur déclenchant la lyse. D:
Prédominance du signal inhibiteur par rapport au signal activateur. Ce processus peut se produire en permanence

lorsque les cellules NK sondent les tissus normaux de I’hote (Farag et al., 2002).

e) Alloréactivité des cellules NK dans I’allogreffe de CSH

Les cellules NK ont d’abord été reconnues pour leur capacité a lyser les cellules leucémiques
chez la souris (Kiessling et al., 1975; Herberman et al., 1975). En 2002, Ruggeri et al ont
démontré une meilleur survie sans maladie chez des patients atteints de LAM recevant des

greffes de MO provenant de donneurs HLA haploidentiques exprimant des récepteurs KIR
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qui reconnaissent des molécules du CMH classe I absentes chez 1’hote (Ruggeri et al., 2002).
Ces patients présentaient également une diminution de 1’incidence de GVHD. La probabilité
de survie chez les patients présentant un mismatch KIR-ligand était de 65% a 5 ans, contre
seulement 5% pour les personnes sans un répertoire de cellules NK alloréactives.

Dans le modele du soi manquant, les cellules NK du donneur expriment des récepteurs
inhibiteurs KIR pour lesquels des molécules HLA de classe I sont absentes chez le receveur.
Lors du transfert (ou le développement de CSH in vivo) ces cellules NK deviennent
alloréactives car elles ne sont pas restreintes par le CMH de classe I. Fait intéressant, 1’effet
est le plus souvent limité aux patients atteints de LAM. Dans une large cohorte de plus de
2000 receveurs d’une transplantation de cellules hématopoiétiques HLA compatibles, Miller
et al ont trouvé que le manque d’au moins un ligand de KIR chez le receveur conduit a moins
rechute de LAM et de LMC. Dans une autre grande étude de 1770 patients, Hsu et ses
colléegues ont utilis¢ HLA-C groupe 1, groupe 2, et Bw6 comme marqueurs de ligands du
receveur manquants, trouvant un effet bénéfique sur la rechute post-transplantation (Hsu et al.,
2006; Farag et al., 2006; Kroge et al., 2006; Miller et al., 2007).

Grace a une meilleure compréhension de 1’organisation des KIR au niveau immunogénétique,
chercheurs ont commencé a regarder I’impact du génotype KIR sur les résultats dans la grefte
de CSH. Les génes KIR peuvent étre divisés en deux haplotypes principaux, A ou B (Pyo et
al.,2010). L haplotype A est constitu¢ de maniere prédominante de KIR inhibiteurs et un seul
KIR activateur, KIR2DS4. L’haplotype B contient des KIR inhibiteurs et plusieurs activateurs
qui peuvent étre subdivisés en deux régions distinctes, centromérique (Cen) ou télomérique
(Tel). Les KIR activateurs, comme KIR2DSI, sont susceptibles d’étre impliqués dans les
effets anti-leucémiques des cellules NK. Il a été¢ démontré que la signalisation par ce récepteur

peut surmonter des signaux inhibiteurs médiés par le NKG2A (Foley et al., 2008; Venstrom et
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al.,2012).

McQueen et Parham ont été les premiers a signaler que les transplantations provenant de
donneurs KIR A/A chez des receveurs B/x ont conduit & une diminution de la survie lors de
greffes HLA compatibles (McQueen et al., 2007). Lors de 'utilisation de greffes déplétées en
cellules T, I’haplotype KIR B (génes pour KIR2DS1, KIR3DS1 et KIR2DL5A) a réduit le
taux de rechute et a amélioré 1’OS (Stringaris et al., 2010). Cet effet était spécifique a été
observé surtout dans le cas des LAM. Dans de grandes cohortes de patients, il a été montré
que ceux qui ont regu des greffes de donneurs homozygotes pour 1’haplotype B centromérique
(Cen-B/B, contenant plus de KIR activateur) avaient des taux inférieurs de rechute avec
amélioration de 1’OS (Cooley et al., 2009). Ces données sont en cours d’évaluation dans un
essai prospectif pour sélectionner les «meilleurs» donneurs sur le genotype KIR chez les
patients atteints de LAM pour qui des greffes de CSH de donneurs non apparentés sont
prévues (essai NCT01288222).

Dans les greffes de CSH, la manipulation de la fonctionnalité des cellules NK pendant la
reconstitution immunitaire pourrait améliorer encore 1’effet GVL. Lors de la reconstitution
hématopoiétique, les cellules NK sont les premieres cellules a se régénérer et sont
fonctionnellement immatures, exprimant des taux €levés de NKG2A/CD94 et des taux faibles
de KIR inhibiteurs (Nguyen et al., 2005; Vago et al., 2008). Foley et al ont trouvé
qu’indépendamment de la source de cellules souches (non manipulée, CD34 " sélectionnées ou
UCB), les cellules NK sont non fonctionnelles dés le début de la récupération
hématopoiétique. Dans chacun des groupes, la capacité de produire de I’'IFN-y en réponse a
des cellules cibles malignes a été supprimée. La fonctionnalité des cellules NK est rétablie
généralement six mois apres la transplantation, sauf dans le groupe greffé avec des sangs de

cordon (Foley et al., 2011). Cette différence est cohérente avec le fait que I’expression de
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NFAT (quientraine la production d’IFN-y) est plus faible dans les lymphocytes dérivés de
sang de cordon (Kaminski et al., 2003). Dans ces études et d’autres, 1’amélioration de la
fonctionnalité des cellules NK serait due a 1’expression des KIR et corrélée a I’interaction de
haute affinité entre les récepteurs KIR et les molécules HLA. D’autre part, il a également été
démontré que les lymphocytes T dans la greffe peuvent jouer un réle dans le développement
des cellules NK et d’expression KIR (Shilling et al., 2003; Nguyen et al., 2008; Foley et al.,
2011) et que ce processus est facilité lorque les greffes sont déplétées en cellules T (Fehniger

et al., 2003).
2. Source des cellules souches pour la production de cellules NK
a) Cellules NK dérivées du sang périphérique mobilisé et les cellules souches de la MO

La MO peut étre utilisée comme source de cellules souches pour la différenciation des
cellules NK. Cependant, elles sont en nombre limité et difficiles a maintenir a long terme en
culture. Les cellules souches de MO ont été précédemment utilisées pour étudier 1’ontogenése
des cellules NK. Les résultats suggerent que le contact intime avec les cellules stromales est
nécessaire pour que les progéniteurs primitifs puissent se différencier en cellules NK
(Luevano ef al., 2012). Shibuya et al ont déterminé les cytokines pour la différenciation des
cellules CD34" progénitrices hématopoiétiques (Shibuya et al., 1995). Ils ont mis en culture
des cellules souches de MO pendant 28 jours en utilisant de I’IL-2 et du stem cell factor
(SCF), le ligand kit ou facteur steel, les cellules CD34 " CD33" se sont différenciées en cellules
NK CDI16". Bien que le groupe ait tent¢ de démontrer que les cellules stromales ne sont pas
nécessaires pour la production des cellules NK, les pourcentages de cellules NK obtenus
¢taient tres faibles, ce qui suggere un rdle critique des cellules stromales dans la
différenciation des cellules NK ex vivo.
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Les cellules souches peuvent étre mobilisées en utilisant le G-CSF pour faciliter leur
prélevement (Petit et al., 2002). Giuliani et al ont utilisé des cellules souches du sang
périphérique pour étudier I’importance de I’IL-15 fixée a la membrane dans I’engagement en
faveur de la différenciation des cellules NK (Giuliani et al., 2008). De fagon surprenante, ils
ont trouvé que I'IL-15 fixée a la membrane favorise la création d’une nouvelle sous-
population de cellules NK, les NK-ireg. Cette sous-population exprime HLA-G et sécréte de
I’IL-10 et I'IL-21. Sa génération est strictement dépendante de la trans-présentation de 1’IL-15
exprimée exclusivement par les progéniteurs hématopoiétique du sang périphérique. En 2010,
Yoon et al ont développé un protocole pour générer des cellules NK en utilisant des cellules
CD34" isolées a partir du sang périphérique mobilisé. Ce protocole de différenciation était
basé sur IL-15 et IL-21 et ont administré ces cellules NK différenciées ex vivo aprés une
allogreffe haploidentique (Yoon et al., 2010). Le nombre de cellules NK disponibles apres
culture était de 9,28 x 10° cellules/kg. Récemment, Choi ef al ont également mis au point un
nouveau protocole pour la production de cellules NK a I’aide de cellules T appauvries en
cellules du sang périphérique mobilisé qui permet une période de temps plus courte de la
différenciation et de la génération du nombre de cellules NK plus important par rapport au

protocole précédent (Choi et al., 2014).
b) Cellules NK dérivées de cellules souches pluripotentes

Les cellules souches pluripotentes fournissent une source supplémentaire de cellules NK.
Celles-ci comprennent les cellules souches embryonnaires humaines (hESCs: human
embryonic stem cells) et les cellules souches pluripotentes induites (iPSCs: induced
pluripotent stem cells) (Woll et al., 2009; Knorr et al., 2010). Une méthode pour produire des

cellules NK a partir de hESCs et iPSCs adaptée au transfert clinique a été récemment décrite
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(Knorr et al., 2013). Contrairement aux cellules NK dérivées de cellules souches de sang de
cordon CD34" ou des lignées de cellules NK, les cellules NK dérivées d’iPSC maintiennent
des niveaux ¢levés d’expression de CD16 et de KIR. En utilisant cette méthode de
différenciation améliorée, il estime qu’une plaque de 6 puits de hESCs ou iPSC pourrait
fournir suffisamment de cellules NK pour traiter plusieurs patients aux doses de NK
habituellement utilisées (Miller ef al., 2005; Knorr et al., 2013). La production de cellules NK
a partir d’iPSC présente également d’autres avantages: (1) une source illimitée de cellules NK
au typage KIR connu pour I’immunothérapie adoptive, (2) une fonctionnalité élevée dans des
modeles animaux précliniques, et (3) une plateforme génétiquement préte pour adapter la
thérapie basée sur le cancer du patient par I’intermédiaire des récepteurs spécifiques du
tumeur (TCRs ou récepteurs chimériques d’antigénes (CARs: chimeric antigen receptor))
(Themeli et al., 2013). A I’heure actuelle, cependant, ’utilisation d’iPSCs propres au patient
n’a pas atteint le stade clinique. Les cellules NK issues d’une tierce partie dérivées d’iPSC
sont soumises a un rejet immunitaire par le receveur. Pour contourner cette limite, la
modulation génétique spécifique doit étre utilisée pour diminuer I’immunoréactivité des

cellules infusées (Torikai ef al., 2013).
c¢) Cellules NK dérivées du sang de cordon

Les cellules progénitrices hématopoiétiques du sang de cordon peuvent étre utilisées pour
étudier le developpement de cellules NK humaines (Grzywacz et al., 2006). Des doses
cliniquement appropriées de cellules NK dérivées de sang de cordon peuvent étre générées
avec (Grzywacz et al., 2006) et sans utilisation de cellules nourricieres (Spanholtz et al.,
2011; Shah et al., 2013). Les cellules NK ainsi générées contiennent un mélange de cellules

immatures et matures, qui produisent des cytokines et sont cytotoxiques (Guma et al., 2004).
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Le développement des cellules NK fonctionnelles (par exemple 1’isolement des cellules
CD34", I’expansion ex vivo) peut prendre jusqu’a quatre semaines et nécessite une production
dans un établissement conforme aux bonnes pratiques de fabrication (GMP: good

manufacturing practice).
3. Méthodes de tri

Minimiser la contamination des lymphocytes T CD3" dans les injections de cellules NK
est nécessaire pour assurer la sécurité, la pureté et 1’efficacité des cellules NK (Lapteva et al.,
2014). La présence de cellules T parmi des cellules NK destinées a une utilisation clinique est
indésirable en raison du risque de GVHD, en particulier lorsque le donneur est haploidentique
(Denman et al., 2012). Des critéres de libération doivent étre établis en ce qui concerne la
teneur résiduelle en lymphocytes T CD3" dans le produit final quelque soit la méthodologie
de fabrication des cellules NK. Les critéres de pureté varient d’une étude a 1’autre en raison
du processus de fabrication (Pittari et al., 2015). La dose de cellules T tolérée est
généralement fixée a moins de 10° /kg cellules CD3"CD56™ (Shi ef al., 2008).

L’élimination des lymphocytes T CD3" peut étre effectuée a tous les stades de
I’expansion des cellules NK. Denman ef al/ n’ont rapporté aucune différence dans la
prolifération des cellules NK lorsque 1’élimination des cellules T CD3" a été effectuée avant
et aprés expansion (Denman et al., 2012). Toutefois, I’élimination des lymphocytes T
tardivement au cours du processus d’expansion est souvent moins efficace et plus coliteuse en
raison d’un plus grand nombre de réactifs et de grandes colonnes requis. Le meilleur moment
pour effectuer I’élimination des cellules T devrait prendre en compte le nombre de cellules au
départ, le rendement attendu en cellules NK purifiées (Lapteva et al., 2012). L’¢élimination

des lymphocytes B CD19" contaminants a également été employée pour a la fois améliorer la
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pureté des cellules NK et éviter la survenue d’un syndrome lymphoprolifératif post-greffe da
aux lymphocytes B du donneur infectés par le virus d’Epstein-Barr (Miller, 2013).

La purification de grade clinique des cellules NK pour I’immunothérapie adoptive
peuvent étre également &tre améliorée par 1’ajout d’une étape de sélection positive tel que
’enrichissement en cellules CD56" (Lang et al., 2002; Iyengar et al., 2003; Passweg et al.,
2004; McKenna et al., 2007; Koehl et al., 2013). Cependant, le rendement de sélection des
cellules est plus faible lorsque I’enrichissement en CD56 est utilisé (Sutlu et Alici, 2009).
L’analyse immunophénotypique des antigénes des cellules NK (CD56 et CD16) et des
antigénes des cellules T (CD3, CD4 et CDS8) (Shi et al., 2008; Somanchi et al., 2011; Denman
et al., 2012; Koehl et al., 2013) peut étre utilisée pour déterminer si la composition cellulaire

spécifique du produit est située dans les limites fixées pour les critéres de libération.
4. Méthodes d’amplification

Jusqu’a récemment, I’immunothérapie adoptive a base de cellules NK est restée
largement inexplorée en raison du petit nombre de cellules NK isolé aprés une procédure
d’aphérese typique et I’incapacité a développer de maniére fiable un grand nombre de cellules
NK ex vivo. A I’heure actuelle, le seuil du nombre de cellules NK a reinjecter pour obtenir un
effet antitumoral n’est pas clairement défini. Les cultures cellulaires a court et a long terme
contenant des cytokines sans cellules nourricieres, telles que I’IL-15 et I’IL-2, administrées
seules ou en combinaison avec d’autres facteurs de croissance, entrainent généralement de
petites expansions de cellules NK ex vivo (Klingemann et Martinson, 2004; McKenna et al.,
2007). En général, pour éviter la contamination et la prolifération de cellules T et de cellules
NKT, les cellules T sont en général déplétées a partir de PBMC soit avant I’initiation de la

culture des cellules NK ou a la fin de la culture (Lapteva et al., 2012). Les stratégies pour
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activer et/ou expandre les cellules NK en vue d’une administration chez les patients atteints

de cancers sont résumées dans les Figures 13 et 14.

>

CliniMACS depletion of
T&B cells or CD56" enrichment

and overnight activation
with cytokines

. ‘ Cytokinesonly
@ 4-10 weeks

€ ‘ . With irradiated
n . feeder cells
NK 10-14 days I

Feedercell

Figure 13. Les cellules NK de grade clinique sont généralement issues de produits d’aphérése frais ou congelés.
(A) Un dispositif de tri de type CliniMACS peut enrichir cellules CD56" par déplétion des sous-populations de
cellules non-NK (lymphocytes T et B), la sélection positive en utilisant des billes anti-CD56 ou les deux
stratégies peuvent étre utilisées sur le méme produit pour obtenir une meilleure pureté. Les cellules NK enrichies
par CliniMACS sont infusées directement ou apres activation pendant une nuit avec de I’IL-2. (B) Un cocktail de
cytokines ou (C) I’addition de cellules nourriciéres peuvent permettre une expansion plus rapide (Lapteva et al.,

2014).
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Figure 14. Stratégies pour activer et/ou éxpandre les cellules NK pour immunothérapie adoptive chez les patients

atteints de cancer (Childs et Berg, 2013).

a) Cellules NK activées par des cytokines

Les cellules NK dépendent de cytokines pour leur développement, leur survie et leurs
fonctions (Romee et al., 2014; Yoon et al., 2015). L’utilisation clinique de cytokines est d’un
grand intérét en raison de leur role dans le maintien et/ou l’activation du potentiel anti-
tumoral. Les cytokines, notamment 1’IL-2, -12, -15, -18 et -21, influencent les propriétés des
cellules NK (Tableau 4) (Romee et al., 2014; Yoon et al., 2015).

L’IL-2 et I’IL-15 sont les cytokines activatrices les plus étudiées (Rosenberg, 2000;
Fehniger et Caligiuri, 2001; Fehniger et al., 2002; Becknell et Caligiuri, 2005; Waldmann,

2006). Elles peuvent améliorer la réponse antitumorale (Romee et al., 2014), et lorsqu’elles
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sont combinées ex vivo, elles exercent des effets additifs sur la stimulation des cellules NK
(Seidel et al., 1998). Lorsqu’elles sont combinées, I’IL-2 et I’IL-12 synergisent pour stimuler
la cytotoxicité des cellules NK ex vivo (DeBlaker-Hohe et al., 1995). La stimulation des
cellules NK par I’'IL-12, -15, et -18 génére des cellules NK de type mémoire, qui persistent a
long terme et présentent une fonctionnalité améliorée lorsqu’elles sont restimulées, produisant
beaucoup plus d’IFN-y (Cooper et al., 2009; Berrien-Elliott et al., 2015).

L’IL-2 est I'une des premieres cytokines utilisées en clinique pour induire un effet
antitumoral (Rosenberg et al., 1987; Rosenberg, 2005; Romee et al., 2014). L’IL-2 joue un
role immunorégulateur pour les lymphocytes, et malgré 1’absence d’impact direct sur les
cellules cancéreuses, elle peut stimuler les réactions immunitaires dirigées contre des
antigénes du cancer (Rosenberg, 2005). Les cellules NK activées avec 1I’'IL-2 ex vivo peuvent
lyser des cibles tumorales qui ne sont pas normalement sensibles a leur action (par exemple,
des cibles résistantes aux cellules NK) (Robinson et Morstyn, 1987). Lorsque incubés avec
IL-2 pendant longues périodes, les produits contenant des cellules NK présentent des
quantités importantes de cytokines pro-inflammatoires dont I’I[FNy et le TNFa, qui ont été
associés a une hypotension et des frissons chez les patients traités (Shi et al., 2008). Cette
cytokine seule ne peut supporter la prolifération des cellules NK, mais elle agit en synergie
avec des cellules nourricieres ou des CPA artificielles pour 1’expansion des cellules NK
efficaces ex vivo (Rabinowich et al., 1991; Fuchshuber et al., 1991; Boissel et al., 2008;
Somanchi ef al., 2011; Denman ef al., 2012).

L’IL-2 peut étre administrée par voie systémique apres injection de cellules NK pour
soutenir la survie des cellules NK in vivo (Shi et al., 2008). Cependant, le traitement avec une
faible dose d’IL-2 ne semble pas étre tres efficace (Sutlu et Alici, 2009), alors que le

traitement avec une dose ¢élevée peut entrainer des effets toxiques chez les patients (Shi et al.,
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2008). Egalement, I’administration d’IL-15 en bolus provoque des symptomes inflammatoires

aigus tels que de la fiévre, de I’hypotension et une cytopénie transitoire (Conlon ef al., 2015).

Tableau 4. Interleukines clés et leurs rdles en ce qui concerne les cellules NK (Baggio ef al., 2016)

Interleukine Role en ce qui concerne les cellules NK

IL-2 Role dans I’activation et ’expansion in vivo (Romee et al., 2014) et de la survie in vitro
(Loza et al., 2002), induit I’activation, déclenche une réponse anti-tumorale et régule a

la hausse I’expression d’IL-12 (Sutlu et Alici, 2009)

IL-4 Role dans la survie (Loza et al., 2002) et la prolifération (Robertson et al., 1996; Loza
etal., 2002)

11-7 Augmentation de la prolifération cellulaire (Robertson et al., 1996)

IL-10 Augmentation de la cytotoxicité ex vivo et de I’expression des génes liées a la migration

cellulaire (Mocellin ef al., 2004)

IL-12 Aaugmention de la prolifération (Robertson ef al., 1996).
Induit 1’activation (Sutlu et Alici, 2009), la différenciation et la production d’IFN-y
(Loza et al., 2002); et augmente 1’activité cytotoxique (Romee et al., 2014)

IL-15 Favorise la prolifération et de la survie ex vivo (Loza et al., 2002; Pittari et al., 2015),
soutient la maturation (Loza ef al., 2002), et induit ’activation (Sutlu et Alici, 2009)

IL-18 Peut étre impliquée dans la maturation finale fonctionnelle pour la production d’IFN-y
(Pittari et al., 2015)

IL-21 Améliore la réponse proliférative (Pittari ef al., 2015) et I’activité cytotoxique (Romee et
al., 2014; Pittari et al., 2015), augmente I’expression de I’IFN-y, la perforine, et le

granzyme B (Romee et al., 2014)

Remarque: toutes les études citées dans le tableau n’ont pas été utilisées in vivo ou utilisées sur des cellules

humaines.

b) Type de cellules nourriciéres (feeders)

Plusieurs méthodes différentes (Figure 12) utilisant des cellules nourricieres ou des CPAs
ont ¢t¢ développées récemment pour obtenir un grand nombre de cellules NK hautement
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activées ex vivo. Des PBMCs irradiés, des lignées de cellules lymphoblastoides transformées
par le virus d’Epstein-Barr (LCL-EBV), des cellules K562 génétiquement modifiées
exprimant des molécules stimulatrices de cellules NK telles que ligand 4-1BB et de I’IL-15
liée a la membrane et d’autres lignes cellules tumorales irradiées sont couramment utilisées en
tant que cellules nourriciéres dans les cultures de cellules NK (Harada et al., 2004; Imai et al.,
2005; Berg et al., 2009; Shook et Campana, 2010). L'utilisation de cellules nourriciéres dans
des cultures de cellules NK permet d’améliorer considérablement I’expansion de cellules NK
ex vivo, et cette technique a été utilisée récemment pour le développement a grande échelle de
cellules NK de grade clinique (Fujisaki et al., 2009; Lapteva et al., 2012; Kim et al., 2013).
Cpendant, il existe des différences phénotypiques et fonctionnelles substantielles observées
entre les populations de cellules NK d’isolées fraichement, activées par IL-2, et d’¢élargies ex
vivo, ce qui pourrait théoriquement avoir un impact sur leur efficacité thérapeutique apres
administration (Fujisaki et al., 2009; Lapteva et al., 2012). Les critéres pour la libération de
cellules NK activées par des cytokines et expandues ex vivo varient selon les institutions et
dépendent du contexte clinique dans lequelles elles sont utilisées. Par exemple, les protocoles
utilisant des infusions de cellules NK allogéniques issues de donneurs d’HLA-incompatibles
imposent souvent une contamination en cellules T totales/kg de moins de 1-5 x 10° pour
empéecher la survenue de GVHD grave (Curti et al., 2011; Szmania et al., 2012), tandis que
les cellules NK administrées dans le cadre d’une perfusion autologue peuvent contenir plus de

cellules T.
i. Cellules NK cultivées en présence de LCL-EBV irradiées.

Les LCL-EBV sont utilisées depuis des décennies pour induire la prolifération des

cellules NK ex vivo (Hercend et al., 1982; Perussia et al., 1987; Rabinowich et al., 1991). Les
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données précliniques de Berg ef al ont établi qu’un grand nombre de cellules NK (99% CD3"
/CD56") pouvait étre obtenu a partir de¢ PBMC enrichis en cellules NK aprés une déplétion
des cellules T CD3" suivi d’une sélection des cellules NK CD56" (Berg et al., 2009).
L’expansion optimale a été obtenue par co-culture des cellules NK enrichies avec une lignée
de cellules nourriciéeres d’EBV-LCL de grade-clinique irradiées a 100 Gy (ratio cellules
nourriciéres/cellule NK 20:1) dans le milieu X-VIVO 20 contenant 10% de sérum albumine
(SAB) humaine et 500 IU/mL d’IL-2 pendant 28 jours. En utilisant cette technique, les
cellules NK ont été expandues 800 a 1000 fois. L’expansion ex vivo a conduit a une
augmentation significative de I’expression de CD56, TRAIL, FasL, NKG2D, NKp30, NKp44,
de LFA-1, NKG2C, CD244, et CD158b et NKp46. Une augmentation de 1’expression
intracellulaire de granzymes A et B et des niveaux plus élevés d’IFNy, IL-2, FasL, et TRAIL
ont également été observés (Berg et al., 2009).

Sur la base de ces données précliniques, Lundqvist ef al ont utilisé cette méthode pour un
essai clinique de phase 1 évaluant la sécurité et I’efficacité de 1’administration de cellules NK
autologues cultivées ex vivo apres le traitement avec le bortézomib pour sensibiliser les
tumeurs a la cytotoxicité des cellules NK (Lundqvist et al., 2006; 2009; et 2010). Le taux
médian d’expansion des cellules NK obtenues en présence de cellules nourricieres d’EBV-
LCL irradiées a été¢ de 3,637 fois apres 19 a 22 jours de culture ex vivo. A I’exception d’une
thyroidite et d’un patient ayant développé une hypoxie transitoire suite a apres la perfusion de

2,5 x 10® cellules NK/kg le jour 5, les cellules NK expansées ex vivo ont été bien tolérées.
ii. Cellules NK élargies en utilisant des PBMC irradiées.

Des PBMC allogéniques irradiées ont été utilisées pendant des années pour développer

des cellules T a des fins d’immunothérapie adoptive chez ’homme, y compris des TIL et des
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lignées de cellules T spécifiques de ’antigéne. Des PBMC allogéniques irradiées peuvent
¢galement étre utilisées comme cellules nourricieres afin d’expandre les cellules NK ex vivo,
bien que les taux d’expansion avec des PBMC soient inférieurs a ceux obtenus en utilisant des
lignées transformées par ’EBV ou des cellules K562 modifiées génétiquement (Luhm ef al.,
2002; Berg et al., 2009). Berg et al ont constaté que lorsque des PBMC allogéniques ont été
utilisées comme cellules nourricieres, le nombre de cellules NK pouvait étre multipli¢ par 100
en 15 jours et, aprés un deuxiéme cycle d’expansion de 14 jours, par 200 a 400, méme si les
résultats variaient en fonction du donneur de cellules NK. Les PBMC autologues irradiées
peuvent également étre utilisées comme cellules nourriciéres pour stimuler 1I’expansion des
cellules NK ex vivo (Siegler et al., 2010; Kim et al., 2013). En utilisant cette approche, une
population hautement purifiée des cellules NK pouvait étre multipliée par 300 quand les
cellules NK ont été obtenues a partir de donneurs sains et par 169 lorsqu’elles ont été isolées a
partir de patients atteints de cancer. Notre groupe a décrit également une technique
immunomagnétique basée sur une déplétion CD3/CD19 pour obtenir un produit enrichi en
cellules NK et puis suivie d’une expansion avec des cellules de la fraction non-NK irradiées a
25 Gy utilisées en tant que cellules nourricieres (Decot et al., 2010). L’IL-2 et I’[L-15 étaient
équivalentes a améliorer significativement la cytotoxicité des cellules NK envers les cellules
K562 aprés la culture. De plus, une modification du profil d’expression des récepteurs des
cellules NK a été observée avec augmentation du NKG2D, mais aussi des récepteurs

inhibiteurs KIR2DL1 et KIR2DL2 (Decot et al., 2010).

iii. Cellules NK élargies en utilisant des cellules K562 modifiées génétiquement

irradiées.

La lignée K562, déficiente en CMH de classe I, peut également étre utilisée en tant que
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cellules nourricieres pour induire la prolifération des cellules NK ex vivo (Imai et al., 2005;
Fujisaki et al., 2009; Zhang et al., 2011; Lapteva et al., 2012). Imai et al ont transfecté
rétroviralement cette lignée avec une construction contenant deux molécules stimulatrices des
cellules NK, le ligand d’une molécule de surface activatrice 4-1BB (CD137), et le géne de
I’IL-15 humaine fusionné a la protéine fluorescent verte (GFP: green fluorescent protein) et
un geéne codant pour le domaine transmembranaire CDS8a, permettant I’expression
membranaire de I’IL-15. Ces cellules K562 génétiquement modifiées coexprimant I’IL-15 a la
membrane et le ligand de 4-1BB et sont trés efficaces pour induire la prolifération des cellules
NK ex vivo. Une co-culture de 7 jours des cellules NK purifiées par déplétion CD3 et
enrichissement CD56 avec la lignée K562-mb15-41BBL irradiée a 100 Gy a induit une
multiplication des cellules NK par 21 en moyenne sans induire la prolifération des cellules T.
Lorsque la culture a été prolongée jusqu’a 21 jours, le nombre de cellules a été multiplié par
277 en moyenne (Fujisaki et al., 2009). L’élimination compléte des cellules nourricieres
leucémiques a été confirmée par cytométrie en flux a 1’aide de la détection de 1’expression de
la GFP (Lapteva et al., 2012). Comme les cellules NK expandues en présence de lignées
EBV-LCL, les cellules NK cultivées avec des K562-mbl15-41BBL ont augmenté leur
expression de surface des récepteurs NKp30, NKp44, NKp46 et des récepteurs activateurs tels
que 2B4, DNAM-1, et NKG2D. Elles ont présentées une cytotoxicité accrue envers les cibles
K562 par rapport aux cellules NK stimulées fraichement ou activées par IL-2.

Des chercheurs ont récemment rapporté que d’autre modification génétique des cellules
K562 peuvent étre utilisées pour renforcer encore leur potentiel d’expansion des cellules NK.
Denman et Liu ont mis au point une lignée cellulaire K562 qui a été modifiée génétiquement
pour exprimer CD64 (FcyRI), CD84 (B7-2), CD137L (4-1BBL), CD19 tronqué, et I’'[L-21

liée a la membrane (mblIL-21) (Denman et al., 2012; Liu et al., 2013).
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5. Cellules NK et essais cliniques
a) Cellules NK autologues avec IL-2

Les premiers essais d’immunothérapie ont évalué¢ I’administration d’une faible dose d’IL-2
par jour pour développer les cellules NK apres autogreffe de CSH chez des patients atteints de
LNH et de cancer du sein. Par la suite, ils ont été réalisée basées sur 1’administration de
cellules NK autologues activées ex vivo avec I’'IL-2 pendant 24h, puis injectées chez des
patients et associ¢es a 1’administration sous-cutanée d’IL-2 (Burns et al., 2003). Bien que
I’analyse de ces ¢études de phase II suggerent une efficacité limitée des cellules NK
autologues, elles ont néanmoins montré que: (1) I’IL-2 peut étre administrée en toute sécurité
jusqu’a trois fois par semaine (2) I’[L-2 peut induire une augmentation des lymphocytes
cytotoxiques circulants avec une augmentation disproportionnée des cellules NK, et (3) il
existe in vivo une compétition entre les lymphocytes du receveur et les cellules NK pour les
cytokines. Par la suite, le role des récepteurs inhibiteurs KIR exprimés a la surface dans
I’alloréactivité des cellules NK a été clairement identifié. Les cellules NK autologues étaient
peu susceptibles d’exercer un effet anti-tumoral du fait des signaux inhibiteurs declenchés par
les molécules du CMH de classe I, ouvrant ainsi la voie a 1’utilisation des cellules NK dans un

contexte allogénique.
b) Transfert adoptif de cellules NK allogéniques

A ce jour, il existe peu d’essais cliniques qui ont décrit les méthodes pour isoler, activer et
développer des cellules NK a des fins d’immunothérapie adoptive apres greffe de CSH (voir
le tableau 3 et 5 pour plus de détails) (Koehl et al., 2004; Yoon et al., 2010; Rizzieri et al.,
2010; Brehm et al., 2010; Stern et al., 2013). Les injections de cellules NK ont eu lieu dans

différents contextes d’allogreffes, génoidentiques, phénoidentiques, haploidentiques avec des
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cellules NK provenant soit du donneur de CSH soit d’une tierce partie (Schaffer et al., 2016).
Rizzieri et al ont évalué la sécurité d’administration d’injections de lymphocytes du donneur
enrichis en cellules NK par enrichissement CD56 seul. Les injections ont été réalisées chez
des patients allogreffés avec greffons déplétés en cellules T prélevés chez des donneurs
compatibles 3/6 & 6/6. La dose moyenne de cellules NK administrée a été de 10 x 10° /kg
chez les patients ayant recu une greffe comptatible et de 9 x 10° /kg chez ceux ayant recu une
greffe partiellement incompatible. La tolérance des injections a été excellente dans les 2
contextes de greffe avec peu de GVH observée malgré la contamination du produit en
lymphocytes T (Rizzieri et al., 2010). Koehl et a/ ont montré la faisabilité de I’administration
de cellules NK chez 3 patients apres allogreffe haploidentique. Les cellules NK du donneur de
CSH ont été isolées a 1’aide d’une technique en 2 étapes et activées avec de I'IL-2. Cette
¢tude a été suivie par un essai de phase I/II réalis¢ par la méme équipe chez 16 enfants ayant
recu une allogreffe haploidentique. Les patients ont été repartis dans 2 groupes, I’un recevant
3 injections de cellules NK a J3, J40 et J100 de cellules NK non stimulées et I’autre recevant
le méme shéma d’injection mais avec des cellules NK stimulées par I’IL-2. IIs ont observé
que I’administration des cellules NK stimulées modifiait transitoirement la repartition de
différentes populations cellulaires dans le sang periphérique et s’accompagnaient du relargage
de cytokines possiblement impliquées dans la recirculation des cellules NK. En 2013, Stern
et al ont été publiées les données cliniques des patients inclus dans cette étude. Sur les 16
patients traités, 4/16 étaient toujours en vie apres 6 ans. Les causes de déceés observées ont été
la rechute pour 5 patients, la GVH pour 3, la défaillance de greffe pour 3 et une neurotoxicité
liée a la transplantation pour 1. Bien que les injections aient été relativement bien tolérées, la
comparaison avec un groupe de patients «historiques» pris comme contrdles n’a cependant

pas montré d’efficacité des cellules NK envers la défaillance de greffe et la rechute (Koehl et
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al., 2004; Brehm et al., 2011; Stern et al., 2013).

Yoon et al ont quant a eux demontrer la faisabilité de I’expansion de cellules NK a partir de
progéniteurs CD34" prélevées dans les suites d’aphérése réalisées chez 14 patients dans le
cadre d’une allogreffe partiellement incompatible. L’injection de cellules NK (9,2 x 10° /kg)
en moyenne a été globalement bien tolérée mais I’efficacité du traitement n’a pu étre
demontrée, la plupart des patients ayant subi une recurrence de la maladie apres
administration (Yoon et al., 2010). Dans le méme contexte de réinjection de cellules NK au
décours d’une greffe haploidentique, Choi ef al/ ont réalisé un essai d’escalade de doses dans
I’objectif de déterminer la dose optimale a administrer. Les doses administrées
s’échelonnaient entre 0,2 et > 1 x 10° /kg et étaient répétées 2 fois, a 2 et 3 semaines de la
greffe. Aucune différence n’a été observée en termes de prise de greffe, GVH, ou mortalité
liée a la greffe en comparaison avec un groupe historique de contrdles. Par contre, une
réduction significative de la progression leucémique a été observée dans le groupe traité (Choi
etal.,2014).

En 2016, Shaffer et a/ ont évalué si ’administration de cellules NK haploidentiques
pouvait entrainer un effet GVL sans GVH chez des patients en rechute apres allogreffe HLA
compatible. Chaque patient (n = 8) a recu une dose comprise entre 4 et 22 x 10° /kg aprés une
chimiothérapie lymphodéplétante et I’administration conjointe d’IL-2 toutes les 48 heures
pendant 12 jours apres 1’injection des cellules NK. Si les injections ont été bien tolérées, la
persistence a long terme des cellules NK n’a pu étre établie dans cette petite cohorte de

patients.

Tableau 5. Résultats des études portant sur I’immunothérapie adoptive de cellules NK apres greffe de CSH

Référence Approache Maladie Source de Dose Résultats
cellules NK
Koehl et Infusion de cellules NK 2 LAL; 1 LAM CSH de Les cellules NK ont Bien tolérées sans GVHD ou
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Yoon et al, Infusion de cellules NK Leucémies CSH de Perfusion a une dose aucune toxicité n’a été rapportée; 4

2010 activées par IL-15/21 aigués; MDS donneur médiane de 9,28 x 10°  sur 14 (28%) bien vivant
(générées a partir de cellules/kg
cellules CD34" de

donneur) apres greffe de
CSH de HLA-

inoompatibles

Brehm et Infusion de cellules NK ~ Leucémie a haut CSH de Le nombre médiande  Transfert de cellules NK activées

al, 2011 fraiches et/ou activées risque ou des donneur cellules NK fraiches et s’est traduit par une augmentation
par 'IL-2 ex vivo 2 3,40  tumeurs ont activées ex vivo par significative des niveaux de diverses
et 100 jours apres haplo-  subi haplo- I’IL-2 infusé été 14,1 cytokines / chimiokines (i.e. IFN-y,
greffe de CSH greffe de CSH x 10° cellules/kg et IL-6, MIP-1p) dans le SP de

15,0 x 10° cellules’kg,  patients. En revanche, les cellules

respectivement. NK fraiches ne provoquent pas les

mémes effets.




allogreffe de CSH hautement positivement a une
haploidentique malignes dose médiane de 1,21

x 107 cellules/kg

CSH, cellules souches hématopoiétiques; DLI, injection de lymphocytes du donneur; GVHD, maladie du greffon
contre 1’hote; GVHDa, maladie du greffon contre 1’hdte aigu€; GVHDc, maladie du greffon contre I’hote
chronique; HLA, humain leucocyte antigen; IFN, interferon; IL, interleukine; LAL, leucémie aigué
lymphoblastique; LAM, leucémie aigué myéloide; MDS, syndrome myélodysplasique; MIP, protéine
inflammatoire macrophage; NK, natural killer; NMA, nonmyeloablative; SP, sang périphérique.

Au total, les cinq études mentionnées ci-dessus ont démontré que la perfusion de cellules
NK allogéniques aprés greffe de CSH, soit immédiatement apres le prélevement ou apres
I’activation ex vivo est sure. Certaines réponses sont encourageantes, le véritable bénéfice

clinique de cette procédure, cependant, reste a étre établi définitivement.
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Chapitre IV : Travaux realisés

Hypothése de travail & Objectifs du travail
1. Hypothese de travail:

L’immunothérapie adoptive par I’administration de cellules NK est une option thérapeutique
envisageable. Le pourcentage de cellules NK étant faible dans le sang périphérique, une étape
d’expansion est nécessaire pour pouvoir disposer d’un nombre de cellules suffisant pour avoir
une efficacité thérapeutique. Actuellement, peu d’études visent a administrer des cellules NK
seules pour bénéficier de leur effet anti-leucémique. L’effet greffe versus leucémie observé
dans les allogreffes repose uniquement a I’heure actuelle sur les lymphocytes T et les cellules
NK administrées dans le greffon de cellules souches hématopoiétiques. Notre objectif était de
vérifier que les cellules NK présentes dans un greffon de cellules souches mobilisé par du
facteur de croissance présentent les mémes capacités en terme d’amplification, le méme
phénotype membranaire et la méme fonctionnalité que des cellules issues de sang total de
témoins.
Nos objectif étaient de:
Comparer une méthode d’expansion ex vivo des cellules NK CD56 ' CD16" soit & 1’aide
d’IL-15 soit a ’aide d’IL-15 et de billes couplées a un anti-CD335 (NKp46) et anti-CD2.
Comparer les phénotypes et les fonctions des cellules NK isolées a partir de collections
de cellules souches périphériques mobilisées par un facteur de croissance, le G-CSF
issues soit des donneurs sains prélevés dans le cadre d’allogreffe soit de patients dans le
cadre d’autogreffes, avec le phénotype et fonctions des cellules NK isolées a partir de

sang périphérique donneurs sains.
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Matériels & Méthodes

1. Origine des prélevements

Aprés consentement éclairé, les cellules NK ont été isolées a partir de différents
prélevements. Les cellules NK de sujets sains ont été isolées a partir de poches de sang total
d’environ 150 mL. Les cellules NK de donneurs sains ont été isolées a partir de 3 mL du
greffon de cellules souches périphériques (CSP) mobilisées par des injections de G-CSF et
destinées a étre administrées au decours d’une allogreffe a un receveur apparenté ou non. Les
cellules NK de patients ont été isolées a partir de 3 mL de CSPs mobilisées afin d’obtenir un
recueil de cellules souches suffisant pour une autogreffe. Les recueils de cellules souches
périphériques sont trés riches en globules blancs, c’est pourquoi, seuls quelques millilitres
sont necessaires pour obtenir la quantité de cellules NK necessaires pour la réalisation des

expériences et ce prelévement n’entraine pas de perte de chance pour le patient.

2. Purification des cellules NK

Le sang total (QSP 45 mL) est déposé dans les tubes Leucosep contenant 16 ml de milieu de
séparation des lymphocytes puis centrifugé a 1000 g pendant 10 min. Une partie du
surnageant est ¢€liminée a 1’aide d’une pipette puis 1’anneau des CMN (Cellules
Mononucléées) est transféré dans un tube 50 mL préalablement identifié. Les cellules sont
ensuite lavées 2 fois avec du PBS. Le culot est resuspendu dans 1 mL de tampon MACS
(PBS, 2 mM EDTA, 0,5 % albumine) puis numer¢ sur cellule de Malassez apres dilution en
leucoplate.

Les cellules souches mobilisées issues de donneurs sains ou de patients sont deplaquettisées

par centrifugation a200 g pendant20 min puis comptées. En effet, la méthode de
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prélevement des cellules souches périphériques permet de limiter les globules rouges dans le
prélévement et ne nécessite pas la réalisation d’un ficoll.

Les cellules sont ajustées a la concentration de 107 cellules/80 uL et les billes magnétiques
anti-CD3 et anti-CD19 sont ajoutées a la concentration de 107 cellules/20 pL puis incubées
au réfrigérateur pendant 15 min. Aprés incubation, les CMN sont lavées par centrifugation
(300 g, 10 min, +4 °C) avec le tampon MACS puis reprises dans 500 pL de tampon MACS.
Les cellules marquées sont ensuite déposées sur une colonne de type LD préalablement
équilibrée (Miltenyi Biotec, Allemagne). Les cellules qui ont fixé les anticorps couplés aux
microbilles ont été retenues dans le champ magnétique créé par I’aimant au niveau de la
colonne. Les cellules non marquées n’ont pas été retenues par la colonne et se retrouvent
dans la fraction négative. Le tube collecteur a été ensute changé et la fraction positive a été
récupérée en décrochant la colonne de son aimant et en ringant 3 fois avec 1 mL de tampon
MACS. Les culots cellulaires des deux fractions positive (cellules nourriciéres) et négative
(cellules NK) ont été récupérés par centrifugation (300 g, 10 min) et numérés sur cellule de

Malassez avec du bleu Trypan.

3. Analyse phénotypique par cytométrie en flux

L’efficacité de la méthode de purification a été controlée en quantifiant par cytométrie en
flux le pourcentage de cellules NK aprés la méthode de déplétion immunomagnétique et
apres 7, 10 et 14 jours d’expansion. Cette technique a été réalisée au sein de 1’Unité de
Thérapie Cellulaire et Tissus sur un cytometre de type Becton Dickinson FACScanto 1. La
quantification des cellules NK a été réalisée en utilisant des anticorps anti-CD16-Fluorescein
isothiocyanales (FITC) (Miltenyi Biotec) et anti-CD56-Allophycocyanin (APC) (Miltenyi

Biotec). La contamination en lymphocytes T CD3" et en lymphocytes B CD19" a été
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¢galement évaluée. L’expression de certains récepteurs des cellules NK a été analysée en
ciblant la population CD16"/CD56" et en utilisant un marquage de surface avec les anticorps
suivants: anti-NKG2D-Phycoerythrin (PE), (Miltenyi Biotec), anti-KIR2DL1-PE (Miltenyi
Biotec), anti-KIR2DL3-PE (Miltenyi Biotec), anti-KIR2DLS5-PE (Miltenyi Biotec), anti-
CD137-PE (Miltenyi Biotec). Plus de 10,000 cellules ont été analysées par le cytométre

Cantol (BD Biosciences).

4. Amplification des cellules NK

Afin d’amplifier les cellules NK, deux méthodes d’amplification ont été testées.

Un échantillon des cellules de la fraction négative a été¢ mis en culture pendant 14 jours dans
du milieu X-VIVO-15, 2 mM Glutamax, 10% SVF complété avec 50 ng/mL d’IL-15
(Miltenyi Biotec, Allemagne) ou avec 50 ng/mL d’IL-15 + des billes couplées a anti-CD335
(NKp46) et anti-CD2 (Miltenyi Biotec, Allemagne) dans des flacons de culture a une
concentration finale de 1 x 10° cellules/mL (37 °C, 5% CO,). Des cellules de la fraction
positive irradiées a 30 Gy (cellules nourricieres) ont été ajoutées a JO a un ratio de 100 : 1.
Le milieu de culture contenant 50 ng/mL d’IL-15 a été¢ renouvelé deux fois par semaine. La

viabilité cellulaire a été déterminée par coloration au bleu de Trypan.

5. Essai de cytotoxicité

5.1 Entretien des cellules K562

Les cellules K562 ont été utilisées comme cellules cibles des cellules NK dans les tests de
cytotoxicité. La lignée cellulaire K562 a été maintenue en culture en permanence dans
I’é¢tuve a 37 °C sous 5% CO,. L’entretien s’est fait deux fois par semaine, le lundi et le

vendredi avec du milieu PRMI1640 SVF 20%. Les cellules sont diluées au 1/10° pour
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entretenir la lignée en continu, ou au 1/5° lorsqu’un test de cytotoxicité est envisagé.

5.2 Test de cytotoxicité

Les cellules cibles K562 (1 x 10° cellules/mL, 2-4 mL) ont été marquées avec du ligand
fluorescence amélioré (5 pL) pendant 20 min a 37 °C et lavées 5 fois avec le milieu de
culture. Elles ont ensuite été¢ réparties en plaques de 96 puits a fonds ronds a une
concentration de 5 x 10* cellules/puits. Les cellules effectrices (cellules NK, aprés
amplification) ont été ajoutées aux cellules cibles a des rapports décroissants de 100 : 1 a
1.5 : 1 en triplicate. Apres 2h d’incubation (37 °C, 5 % CO,), les plaques ont été centrifugées
(200 g, 5 min) et 20 puL du surnageant de chaque puits ont été prélevés et mélangés a une
solution d’Europium (Eu). L’Eu et le TDA forment un chélate stable (Eu-TDA) présentant
une fluorescence trés élevée. La mesure du signal fluorescent réalisée par le VICTOR
(Perkin Elmer) correle directement avec le nombre de cellules cibles lysées. Le pourcentage
de lyse spécifique a été calculé selon la formule suivante:

% de la lyse spécifique = (relargage expérimental — relargage spontané) / (relargage total —
relargage spontané) x 100.

Le relargage expérimental correspond au nombre moyen de cpm (coups par min) en présence
des cellules effectrices, le relargage spontané est la moyenne des cpm des cellules cibles en
présence de milieu de culture seul, et le relargage total est la moyenne des cpm des cellules

cibles en présence de 10 uLL de tampon de lyse.

6. Cytometric bead array (CBA)
Les surnageants pour les analyses de cytométrie en flux ont été prélevés tous les 7, 10 et 14

jours au cours de la culture cellulaire. Ils ont été récoltés et stockés a -20 °C jusqu’a ce que
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I’analyse des cytokines soit réalis¢e. L’IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF et IFNy ont été
détectés simultanément en utilisant le kit cytokine CBA Th1/Th2/Th17 humaine (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA), selon les instructions du fabricant. En bref, 50 pL de
chaque échantillon ont été ajoutés a 50 uL de billes de capture mélangées a 50 pL de réactif
de détection Th1/Th2/Th17 PE. Les échantillons ont ét¢ mis en incubation a température
ambiante pendant 3 heures dans I’obscurité. Apres incubation, les échantillons ont été lavés
une fois et remis en suspension dans 300 pL de tampon de lavage avant I’acquisition.

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel FCAP Array. Des courbes de standard ont
¢été établies pour chaque cytokine en utilisant le standard de cytokines mixte fourni avec le
kit. La concentration de chaque cytokines dans le surnageant des cellules a été déterminée
par interpolation a partir de la courbe standard correspondante. La gamme de détection était

20-5000 pg/mL pour chaque cytokine mesurée par le CBA.

7. Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le test ¢ appari¢ de Student. Pour les deux

tests, les valeurs p < 0,05 sont considérées significatives.
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Résultats
Partie 1: Comparaison de 2 méthodes d’expansion ex vivo des cellules NK CD56"
CD16" soit a I’aide d’IL-15 soit a I’aide d’IL-15 et de billes couplées a un anti-CD335

(NKp46) et anti-CD2.

1. Amplification des cellules NK

1.1 Comparaison entre I’'IL-15 et I’'IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 (NKp46) et
anti-CD2

Nous avons évalué I’impact de la culture en présence d’IL-15 (50 ng/mL) associée ou non a
des billes sur la prolifération des cellules NK.

Pour les cellules NK provenant de 1’échantillon de sang de témoins, le nombre de cellules
commence a augmenter apres 7 jours d’expansion et la prolifération maximale des cellules
NK est observée a la fin de la durée de culture. Aucune différence significative n’a été
observée entre les 2 conditions de culture (14 + 10,25 x 10° cellules versus 14 + 0,78 x 10°
cellules) (Figure 15A1).

Pour les cellules NK provenant des CSPs mobilisées de donneurs sains, le nombre de
cellules a commencé a augmenter apres 7 jours d’expansion, a la prolifération maximale des
cellules NK a été observée a la fin de la durée de culture. Aucune différence significative n’a
été trouvée en termes d’expansion entre les 2 conditions de culture (18 + 17,13 x 10° cellules
versus 18 + 17,29 x 10° cellules) (Figure 15A2).

Pour les cellules NK provenant des CSPs mobilisées de patients, la prolifération maximale
des cellules NK cultivées avec IL-15 a été atteinte aprés 10 jours d’expansion et a atteint un

plateau. Les cellules cultivées en présence d’IL-15 et de billes ont atteint le maximum
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d’expansion des 7 jours. Cependant, passé ce délai, un arrét de prolifération a été observé
(Figure 15A3).
Par conséquent, I’ajout de billes couplées a la culture n’a pas permis d’améliorer la

prolifération des cellules NK cultivées avec IL-15.
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Figure 15. Amplification de cellules NK. Comparaison entre I’'IL15 et I’'IL15 plus des billes couplées a anti-
CD335 et anti-CD2 pour les cellules NK issues de Al: sang de témoins, A2: CSP de donneurs sains, A3: CSP

de patients (n = 3).

1.2 Comparaison de I’impact du statut physiologique entre le sang de témoins, les CSPs
mobilisées de donneurs sains et de patients

1.2.1. Cellules NK cultivées en présence d’IL-15

Le nombre moyen de cellules NK de témoins obtenu en fin de culture en présence d’IL-15 a
été de 14 + 10,25 x 10° cellules ce qui correspond a un ratio moyen d’expansion de 45 +
37,67. La population obtenue a la fin de la culture était composée de 74 £ 5 % de cellules
NK.

Le ratio d’expansion des cellules NK isolées a partir de CSP de donneurs sains et de patients
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obtenu en fin de culture a été¢ de 12 + 10,73 et de 14 + 5,57 respectivement (Figure 16A1).
Concernant les résultats obtenus a partir de CSPs de donneurs sains, le nombre maximal de
cellules a été obtenu a J14 (18 + 17,13). La population a la fin de la culture était composée
de 63 = 10% de cellules NK. Concernant I’expansion des cellules amplifiées a partir de CSP
de patients, un plateau a ét¢ atteint a partir de J7. La population cellulaire obtenue a la fin de
la culture était composée de 27 + 9% de cellules NK.

Une différence significative en terme de pourcentage de cellules NK a été obtenue en fin de
culture entre les cellules issues de sangs de témoins et de CSP de malades (p = 0,013) et
entre les CSP de donneurs sains et de malades (p = 0,041).

1.2.2. Cellules NK cultivées en présence d’IL-15 et de billes

La prolifération maximale a été obtenue a partir de sang de donneurs sains avec un ratio
moyen d’expansion de 40 + 13,92 (Figure 16A2). Le ratio d’expansion obtenu a partir de
cellules issues de CSPs de donneurs sains ou de patients a été respectivement de 12 + 10,82,
et de 7 £ 3,11. Cependant les différences observées entre les ratios d’expansion n’ont pas été
trouvées significatives (temoins versus CSPs de donneurs sains: p = 0,084; temoins versus
CSPs de patients: p = 0,076; CSPs de donneurs sains versus de patients: p = 0,567) La
population obtenue apres expansion représentait respectivement 76 = 11%, 59 + 9% et 20 +
3% de cellules NK CD56'CD16" pour les échantillons issues de sang de témoins, de CSPs
de donneurs sains et de patients. Une différence significative en terme de pourcentage de
cellules NK a été obtenue entre les cellules issues de sangs de témoins et de CSP de malades

(»p = 0,021) et entre les CSP de donneurs sains et de malades (p = 0,020)
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Figure 16. Ratio d’expansion des cellules NK. Comparaison d’impact du statut entre le sang de témoins, les
CSPs mobilisées de donneurs sains et de patients en présence soit Al: d’IL-15 soit A2: d’IL-15 plus des billes a

couplées a anti-CD335 et anti-CD2 (n = 3).

2. Phénotype membranaire

La caractérisation du phénotype des cellules NK a été réalisée dans le produit d’expansion
final par rapport aux cellules NK dans le matériel de départ, afin de déterminer 1’influence
des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2 et des trois différentes origines des cellules NK
sur I’expression des récepteurs. Pour chaque récepteur analysé, par exemple, NKG2D,
KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DLS5 et CD137, les valeurs moyennes d’intensité de fluorescence

ont été prises en compte a partir du JO au J14 d’expansion.

2.1 Comparaison entre I’'IL-15 et I’IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2

Pour les cellules NK issues de 1’échantillon de sang de témoins, une augmentation
d’expression de chaque récepteur a été¢ observée mais sans différence significative entre les
deux conditions de culture (Tableau 6a). Ainsi, pour NKG2D, I’expression du récepteur a
atteint un pic apr& 10 jours d’expansion en présence d’IL-15 ou IL-15 et de billes (Figure
17AT1). Pour KIR2DL1, I’expression du récepteur a atteint un pic a la fin de la durée de

culture quelque soit les conditions de culture (Figure 17A2). Pour KIR2DL3 ou KIR2DLS,
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I’expression du récepteur a atteint un plateau respectivement a 10 jours et a 14 jours
d’expansion, en présence d’IL-15 ou IL-15 et de billes (Figure 17A3, 8A4). Pour CD137,
I’expression du récepteur a atteint un plateau a partir de 7 jours, quelque soit la condition de
culture (Figure 17A5).

Pour les cellules NK provenant des CSPs de donneurs sains cultivées avec IL-15 ou IL-15
plus des billes, une induction des récepteurs a été observée mais sans différence significative
entre les deux conditions de culture (Tableau 6b). Ainsi, pour NKG2D, I’expression du
récepteur a atteint un pic aprés 10 jours d’expansion en présence d’IL-15 plus des billes
couplées a anti-CD335 et anti-CD2, et apres 14 jours d’expansion en présence de IL-15 seul
(Figure 17B1). Pour KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DLS5 ou CD137, I’expression du récepteur a
atteint un pic a J14 quelque soit les conditions de culture (Figure 17B2, 17B3, 17B4, 17B5).
Pour les cellules NK provenant des CSPs de patients, une augmentation significative de
I’expression de KIR2DL3 a été observée entre JO et J14 quelque soit la condition de culture
(» = 0,031 et p = 0,040) (Figure 17C3; Tableau 6¢). Pour NKG2D, I’expression du récepteur
a atteint un pic apr8& 7 jours d’expansion en présence d’IL-15 ou IL-15 et des billes (Figure
17C1). Pour KIR2DL1, I’expression du récepteur a atteint un plateau a partir de J7 jusqu’a la
fin de la durée de culture, que les cellules soient cultivées ou non en présence de billes.
(Figure 17C2). Pour KIR2DLS5 ou CD137, I’expression du récepteur a atteint un plateau a J7

pour les 2 conditions de culture (Figure 17C4, 17C5).
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Figure 17A. Impact de la culture en présence d’IL15 et d’IL15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-
CD2 sur le phénotype membranaire des cellules NK issues de sang de témoins (n = 3). Al: profil d’expression
de NKG2D, A2: profil d’expression de KIR2DL1, A3: profil d’expression de KIR2DL3, A4: profil

d’expression de KIR2DLS, A5: profil d’expression de CD137.

Tableau 6a. Ratio d’expression des différents récepteurs entre JO et J14 en fonction des 2 conditions de culture

pour les cellules NK issues de sang de témoins (n = 3).

Marqueurs I-15 IL-15 et billes I[,-Illsr:;fues
ratio r ratio r
J14/30 J14/30 J14/30 J14/30 4
NKG2D 13 0,263 1,5 0,010* 0,674
KIR2DL1 2,5 0,252 2.9 0,074 0,525
KIR2DL3 24 0,106 2.6 0,010* 0,732
KIR2DL5 14 0321 2.4 0,187 0,633
CD137 12 0,374 15 0,260 0,230
*:p<0,05
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Figure 17B. Impact de la culture en présence d’IL15 et d’IL15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-

CD2 sur le phénotype membranaire des cellules NK issues de CSP de donneurs sains (n = 3). B1: profil

d’expression de NKG2D; B2: profil d’expression de KIR2DL1; B3: profil d’expression de KIR2DL3; B4:

profil d’expression de KIR2DLS; B5: profil d’expression de CD137.

Tableau 6b. Ratio d’expression des différents récepteurs entre JO et J14 en fonction des 2 conditions de culture

pour les cellules NK issues de CSP de donneurs sains (n = 3).

i IL-15 vs
Marqueurs IL-15 IL-15 et billes IL-15 et billes
. P ratio §4
ratio J14/30 11450 J14/30 J14/30 4
NKG2D 1.8 0,135 23 0,079 0334
KIR2DL1 5.0 0,089 54 0,189 0,833
KIR2DL3 49 0,039+ 56 0,100 0,631
KIR2DL5 10857,0 0137 136016 0,133 0731
CD137 29709 0,094 93663 0374 0423
*:p<0,05
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Figure 17C. Impact de la culture en présence d’IL15 et d’IL15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-

CD2 sur le phénotype membranaire des cellules NK issues de CSP de patients (n = 3). C1: profil d’expression

de NKG2D; C2: profil d’expression de KIR2DL1; C3: profil d’expression de KIR2DL3; C4: profil

d’expression de KIR2DLS; C5: profil d’expression de CD137.

Tableau 6¢. Ratio d’expression des différents récepteurs entre JO et J14 en fonction des 2 conditions de culture

pour les cellules NK issues de CSP de patients (n = 3).

Marqueurs m-15 IL-15 et billes ur[l[gifl‘)’fues
. matio
ratio J14/30 Jlf/JO J14/10 Jlf/JO P
NKG2D 1.5 0,154 1,7 0,088 0,059
KIR2DL1 24 0,101 2.9 0,071 0,052
KIR2DL3 39 0,031* 47 0,040* 0,008**
KIR2DL5 9737 0,057 13242 0,166 0,505
CD137 53703 0,085 54774 0,101 0,803

*:p<0.05,**: p<0.01
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2.2 Comparaison de I’impact du statut physiologique entre le sang de donneurs sains, les
CSPs mobilisées de donneurs sains et de patients

2.2.1. Cellules NK cultivées en présence d’IL15

Les cellules NK cultivées en présence d’IL-15 ont montré une augmentation des cinq
récepteurs (Figure 18A). Concernant NKG2D, une différence significative d’expression du
récepteur a été observé a JO entre les cellules de témoins et celles des patients (p = 0,0013).
L’expression maximale de NKG2D a été observée a J7 sur les cellules des CSPs de patients
et a J10 sur les cellules du sang de témoins ou des CSPs de donneurs sains (Figure 18A1).
Pour KIR2DL1, I’expression du récepteur est la plus élevée a la fin de la durée de culture
quelque soit I'origine des prélévements (Figure 18A2). L’expression de KIR2DL3 a été
significativement augmentée entre JO et J14 sur les CSPs de donneurs sains ou de patients
(Figure 18A3 et Tableau 6b et 6¢). L’expression maximale de KIR2DLS a été atteinte a J7
sur les CSPs de patients, a J10 sur des cellules de sang de témoins et a la fin de la culture sur
les CSPs de donneurs sains (Figure 18A4). L expression maximale de CD137 a été observée
a J7, J10 et J14 sur les cellules de sang de témoins, de CSPs de patients et de CSPs de
donneurs sains respectivement (Figure 18AS5). L’origine des cellules NK n’a pas modifi¢
significativement 1’expression des différents récepteurs a I’issue de la culture.

2.2.2. Cellules NK cultivées en présence d’IL-15 et de billes

Les cellules NK cultivées en présence d’IL-15 et de billes ont montré une augmentation des
cinq récepteurs (Figure 18B). Concernant NKG2D, une différence significative d’expression
du récepteur a été observé a JO entre les cellules de témoins et celles des patients (p =
0,0013). L’expression maximale de NKG2D a été atteinte aprés 7 jours d’expansion sur les
CSPs de patients, apres 10 jours sur des cellules du sang de témoins et apres 14 jours sur des

CSPs de donneurs sains. L’expression de NKG2D a été significativement diminuée entre les
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CSP de donneurs et de patients a J14 (Figure 18BI; p = 0,045). Pour KIR2DLI ou
KIR2DL3, I’expression du récepteur a atteint un pic a J14 (Figure 18B2, 18B3). Une
différence significative d’expression de KIR2DL1 a été observée a J7 entre les cellules de
témoins et de donneurs sains de cellules souches périphériques (p = 0,0005). L’expression
maximale de KIR2DLS a été observée a la fin de la durée de culture sur les CSPs de
donneurs sains ou de patients et aprés 10 jours d’expansion sur les cellules du sang de
donneurs sains (Figure 18B4). Pour CD137, I’expression du récepteur est le plus élevée a la
fin de la durée de culture (Figure 18B5). Une différence significative d’expression a été
observée a J7 et a J10 entre les cellules de témoins et celles issues de CSPs de donneurs
sains.

Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que les cinq récepteurs étudiés ont augmenté
apres 14 jours de culture avec de I’IL-15 ou IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et
anti-CD2 par rapport a 1’expression basale des cinq récepteurs. L’origine des cellules NK a
influencé significativement 1’expression de certains récepteurs notamment NKG2D,

KIR2DL1 et CD137.
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Figure 18A. Impact du statut entre le sang de témoins, les CSPs mobilisées de donneurs sains (CSPs saines) et
de patients (CSPs de patients) sur I’expression des récepteurs des cellules NK cultivées en présence d’IL-15 (n
= 3). Al: profil d’expression de NKG2D; A2: profil d’expression de KIR2DL1; A3: profil d’expression de

KIR2DL3; A4: profil d’expression de KIR2DLS5; AS: profil d’expression de CD137.
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Figure 18B. Impact du statut entre le sang de témoins, les CSPs mobilisées de donneurs sains (CSPs saines) et
de patients (CSPs de patients) sur I’expression des récepteurs des cellules NK cultivées en présence d’IL-15 et
de billes (n = 3). Bl: profil d’expression de NKG2D; B2: profil d’expression de KIR2DL1; B3: profil

d’expression de KIR2DL3; B4: profil d’expression de KIR2DLS; B5: profil d’expression de CD137.

3. Cytotoxicité apres amplification

3.1 Comparaison entre I’IL-15 et I’IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2
Nous avons d’abord évalué la cytotoxicité des cellules NK envers les cellules K562 a la fin
de la durée de culture avec de I’[L-15 ou IL-15 et de billes.

Pour les cellules NK issues de sang de témoins, le pourcentage le plus ¢élevé de lyse était au
rapport d’effecteur-cible de 12,5 : 1 sur les cellules cultivées en présence d’IL-15 ou IL-15

plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2 (Figure 19A), mais aucune différence
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significative entre les deux conditions de culture n’a été observée.

Pour les cellules NK issues de CSPs de donneurs sains, le pourcentage le plus élevé de lyse
était au rapport d’effecteur-cible de 50 : 1 sur les cellules cultivées en présence d’IL-15 et au
rapport d’effecteur-cible de 6,25 : 1 sur des cellules cultivées en présence d’IL-15 plus des
billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2 (Figure 19B), mais aucune différence significative
entre les deux conditions de culture n’a été observée.

Pour les cellules NK provenant des CSPs de patients, le pourcentage le plus élevé de lyse
était au rapport d’effecteur-cible de 100 : 1 sur les cellules cultivées en présence d’IL-15 ou
IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2 (Figure 19C), mais aucune
différence significative entre les deux conditions de culture n’a été observée.

3.2 Comparaison d’impact du statut entre le sang de témoins, les CSPs mobilisées de
donneurs sains et de patients

Nous avons ensuite analysé 1I’impact de 1’origine des cellules NK sur leur cytotoxicité.

3.2.1. Cellules NK cultivées en présence d’IL-15

En présence d’1L-15, le pourcentage le plus €levé de lyse était au rapport d’effecteur-cible de
12,5 : 1 pour les cellules issues de sang de témoins, 50 : 1 pour les cellules issues de CSPs de
donneurs sains et au rapport d’effecteur-cible de 100 : 1 pour les cellules provenant des
CSPs de patients (Figure 19D), mais il n’y a pas de différence significative entre les trois
différents origines de cellules NK.

3.2.2. Cellules NK cultivées en présence d’IL-15 et de billes

En présence d’IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-CD2, le pourcentage le
plus ¢élevé de lyse était au rapport d’effecteur-cible de 12,5 : 1 sur des cellules issues de sang
de témoins, 6,25: 1 pour les cellules issues de CSPs de donneurs sains et au rapport

d’effecteur-cible de 100 : 1 sur les cellules issues de CSPs de patients (Figure 19E), mais il
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n’y a pas de différence significative entre les trois différents origines de cellules NK.
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Figure 19A. Cytotoxicité aprés I’amplification. Comparaison entre I’IL15 et I'IL15 plus des billes couplées a

anti-CD335 et anti-CD2 pour les cellules NK issues de sang de témoins (n = 3).
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Figure 19B. Cytotoxicité aprés ’amplification. Comparaison entre I’'IL15 et I'IL15 plus des billes couplées a

anti-CD335 et anti-CD2 pour les cellules NK issues de CSP de donneurs sains (n = 3).
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Figure 19C. Cytotoxicité apres I’amplification. Comparaison entre I’IL15 et I’'IL15 plus des billes couplées a

anti-CD335 et anti-CD2 pour les cellules NK issues de CSP de patients (n = 3).
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Figure 19D. Cytotoxicité apres ’amplification. Comparaison d’impact du statut entre les témoins, les CSPs

mobilisées de donneurs sains et de patients en présence d’IL-15 (n = 3).
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Figure 19E. Cytotoxicité aprés ’amplification. Comparaison d’impact du statut entre les témoins, les CSPs
mobilisées de donneurs sains et de patients en présence d’IL-15 plus des billes couplées a anti-CD335 et anti-

CD2 (n=3).
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Partie 2. Comparer les phénotypes et les fonctions des cellules NK isolées a partir de
collections PBSC des donneurs sains et des patients mobilisés par granulocyte-colony

stimulating factor (G-CSF).
1. Cinétique de cellules CD56™¥"CD16 et CD56""#"CD16" NK pendant la culture

Pour évaluer si le G-CSF peut influencer le phénotype de cellules NK lors de I’expansion de
14 jours en présence d’IL-15, une analyse par cytométrie en flux a été effectuée a différents
temps sur les cellules NK isolées a partir du sang de donneurs sain (DS), CSP de DS ou CSP
de patients. Une modification des sous-populations des cellules NK a été observée lors de I’
expansion en fonction de la source des cellules NK. En ce qui concerne la sous-population
cellule NK CD56%™, Ie pourcentage le plus élevé de cette sous-population a été trouveé au jour
0 dans le sang périphérique de DS atteignant 25%. Un pourcentage moyen de 4% et 2% des
cellules NK CD56%™ a été trouvée dans les CSP de DS et le CSP de patient, respectivement.
Une diminution de cette sous-population a été observée tout au long de la durée de culture
quelque soit la source des cellules NK. Cependant, une moyenne de 7% de CD56%™ a été
retrouvée a J14 pour les cellules NK issues du sang de DS alors que cette sous-population
disparait presque a la fin de la période de culture pour des cellules NK isolées a partir de CSP
de DS ou patient (Figure 20A).

En ce qui concerne la sous-population CD56e

, une expansion de cette sous-population a
¢été observée a la fin du temps de culture quelque soit la source des cellules NK, atteignant
83%, 91% et 92% des cellules NK issues du sang de DS, CSP de DS et CSP de patients,
respectivement. On a ensuite concentré notre analyse sur 1’expression de CD16 par cette sous-

population étant donné que nous avons observé une différence dans la répartition

CD56™#"CD16" ou CDI16 entre chaque source de cellules NK. La caractérisation
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phénotypique des cellules NK provenant du CSP de patient a révélé un développement
significatif d’une sous-population des cellules NK CD56™¥"CD16™ qui a atteint 64 + 7,4% de
la population totale des cellules NK a la fin de la culture. Ce phénomene a également été
observé dans une moindre mesure dans les cellules NK a partir de CSP de DS et le sang de
DS, mais atteint seulement 26 + 8,5% et 15 + 5,5% de la population totale des cellules NK,
respectivement (Figure 20B). En ce qui concerne la population CD56™¢"CD16", une
différence marquée a été observée entre le sang de DS et les sources mobilisées par G-CSF.
Une diminution significative de 1’expression CD16 a été observée entre les cellules NK de
sang de DS et les NK de CSP de patient (74 + 3,4% versus 28 = 5,1%) et entre les cellules NK
de CSP de DS et de CSP de patient (64 = 5,5% versus 28 +5,1%) (Figure 20C).

Lorsque I’on regarde la cinétique d’expansion des cellules NK CD56"€"CD16, elles ont été
multipliées par 83,6 pour les cellules sanguines de DS, tandis que les cellules NK isolées de
CSP de DS et les cellules NK isolées de CSP de patients ont été respectivement multipliées
par 10,5 et 12,4 respectivement (Figure 20D). les cellules NK CD56™#"CD16" ont été quant &
elles multipliées par 67,3, 12,3 et 9,6 pour les cellules sanguines de DS, les cellules NK
isolées a partir de CSP de DS et de patients, respectivement (Figure 20E). L’expansion
maximale des cellules NK a été observée a partir du sang de DS, cependant, la différence en

terme d’expansion n’a pas été trouvée significative entre chaque source.
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Figure 20. Analyse par cytométrie en flux des sous-populations en fonction de I’expression du CD56 et du
CD16 selon I’origine des cellules NK au jour 0 (JO), 7 (J7), 10 (J10), et 14 (J14) de la culture (A).
Pourcentages des CD56™¢"CD16 (B) ou CD56™"CD16" (C) aprés 14 jours de culture selon les sources.
Dynamique d’expansion des cellules NK CD56™"CD16™ (D) ou CD56™¢"CD16" (E) de différentes
origines pour 14 jours de culture (n = 3). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM.

Comparaison entre les groupes a été réalisée a 1’aide de tests ¢. * P <0,05.

2. Analyse de I’expression des récepteurs des cellules NK

Pour caractériser le phénotype des trois sources de cellules NK, une analyse détaillée de
cytométrie de flux a été effectuée aux jours 0, 7, 10 et 14.

La figure 21A montre I’expression des récepteurs sur les cellules NK CD56™¢"CD16". En ce
qui concerne les sources mobilisées par G-CSF, 1’expression des 3 récepteurs KIR étudiés a
augmenté entre le jour O et le jour 10, puis atteint un plateau entre le jour 10 et le jour 14.
L’expression maximale des récepteurs KIR a ét¢ atteinte plus tot a J7 pour les cellules NK de
sang de DS. Une augmentation significative de I’expression de KIR2DL3 a été observée sur
les cellules NK issues de CSP de patients comparativement a celle observée sur les cellules
NK de CSP de DS a J7. L’expression maximale de NKG2D a été¢ détectée au jour 0, jour 7 et
le jour 10 sur les cellules sanguines de DS, CSP de patients et CSP de DS, respectivement. En
ce qui concerne I’expression de CD137, elle a ¢té clairement détectée au jour 7 pour les
cellules sanguines de DS, mais n’a pas été modifi¢e sur les cellules NK isolées a partir de
sources mobilisées par le G-CSF tout au long de la culture.

La figure 21B montre I’expression des récepteurs sur les cellules NK CD56"™€"CD16" selon
les différentes sources. Fait intéressant, KIR2DL1 a été augmenté de facon significative sur
les cellules NK de DS par rapport aux sources mobilisées par G-CSF a JO. Bien que

I’expression de KIR2DLI reste stable au long de la durée de culture sur des cellules de
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patients ou de DS, une augmentation régulicre de son expression a été observée sur les
cellules de DS mobilisés. L’expression maximale de NKG2D sur les cellules NK
CD56™E"CD16" a été observée au jour 10 sur les cellules sanguines de DS et les cellules
isues CSP de DS, mais au jour 7 sur les cellules mobilisées de patient.

Les cellules de DS montrent un profil d’expression de KIR2DL3 similaire a KIR2DL1 au
long de la culture. Cependant, son expression est significativement diminuée entre JO et J7 sur
les cellules NK de DS mobilisés par rapport aux DS. A partir de J7, son expression
augmentesur les sources mobilisées par G-CSF.

Pour KIR2DLS, de maniére similaire 8 KIR2DL3 et KIR2DL1, une expression stable de ce
récepteur a été observée sur les cellules de DS entre le début et la fin de la culture. Son
expression sur les cellules NK a partir de sources mobilisées par G-CSF reste au-dessous du
niveau d’expression observé sur des cellules de DS, mais augmente réguliérement jusqu’au
jour 14 ou il atteint le niveau d’expression observé sur des cellules de DS. En ce qui concerne
CD137, son expression ¢était significativement plus élevée sur les cellules de DS au jour 0,
jour 7 et le jour 10 que sur les sources mobilisées par G-CSF. Par contraste avec les
récepteurs KIR, une augmentation tres faible de son expression a été détectée au long de la
durée de la culture.

Pris ensemble, ces résultats ont montré que les récepteurs KIR étudiés ont été augmentés
apres 14 jours de culture par rapport a leur expression basale sur les cellules NK
CD56™CD16™ quelle que soit la source cellulaire. Néanmoins, leur profil d’expression est
différente sur cellules CD56™¢"CD16" en fonction de la source des cellules NK. Leur
expression reste stable sur les cellules de DS mais augmente sur les sources mobilisées par G-

CSF.
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Figure 21. Changements dans les profils d’expression des récepteurs NKG2D, KIR2DL1, KIR2DL3,

KIR2DL5 et CD137 sur les cellules NK CD56™€"CD16™ (A) ou CD56™¥"CD16" (B) pendant 14 jours de

culture.

3. Cytotoxicité de cellules NK

Nous avons ensuite testé la cytotoxicité des cellules NK issues des 3 sources envers la lignée
cellulaire K562 apres 14 jours de culture a 3 rapports différents. Une cytotoxicité élevée a été
observée envers les cellules K562 en ce qui concerne les cellules NK provenant de DS,
mobilisés ou non. Les cellules NK de patients présentaient une diminution de la capacité de

tuer des cibles tumorales, méme apres 14 jours de culture en présence d’IL-15 (Figure 22A).
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En plus de leur capacité cytotoxique, les cellules NK sont capables de produire une variété de
facteurs solubles. Afin d’évaluer I’impact de la mobilisation du G-CSF sur la fonctionnalité
des cellules NK, nous avons effectué une analyse des cytokines présentes dans les surnageants
de culture cellulaire au jour 7, 10 et 14. La production de TNF et d’IFNy a ét¢ détectée des JO
pour les cellules NK de DS, ce qui a été rapporté précédemment (Berg et al., 2009), bien
qu’une diminution de la production de cytokines se soit produite entre J7 et J14. Le taux de
TNF et d’IFNy sécreté par les cellules NK de CSP de DS et de patients a augmenté
significativement entre J7 et J14 (Figure 22B). L’IL-6, I'IL-10 et I'IL-17A ont été
principalement détectées dans les surnageants de culture de cellules NK de DS pour atteindre
des valeurs supérieures aux niveaux de sensibilité (20 pg/mL) a J7 mais ne sont plus détectées

a J14. Elles n’ont pas été détectées dans les surnageants de cellules NK issues de sources
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Figure 22. (A) Pourcentage de cytotoxicité de cellules NK de différentes origines envers les cellules K562,

aprés 14 jours de culture. (B) Profil de sécrétion des cytokines des cellules NK d’origines différentes au

jour 7, 10 et 14 au cours de la culture cellulaire. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM.

La comparaison entre les groupes a été réalisée a 1’aide de tests ¢. * p < 0,05.
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Chapitre V: Discussion & Conclusion

En régle générale, les études de phase précoce avec des agents expérimentaux ne peuvent étre
justifiées que dans le contexte ou il n’y a pas d’autres meilleures options de traitement
standard. En conséquence, I’immunothérapie pour la leucémie aigué a été explorée d’abord
dans des cas parametres désespérés de rechute apres post-greffe. Cependant, ce ne sont pas les
meilleures situations cliniques dans lesquelles 1I’immunothérapie peut exercer son effet
thérapeutique et la prochaine étape sera de définir le meilleur moment pour proposer une
immunothérapie. La chronologie de I’intervention avec I’'immunothérapie dans la leucémie
aigué est divisée en quatre périodes: la prévention; induction de rémission; consolidation
(maintien de la rémission), y compris 'option de la greffe de CSH; et la gestion des cas
réfractaires ou en rechute. Le schéma d’un exemple de la facon dont I’immunothérapie peut
étre incorporée au décours d’un traitement est représenté sur la Figure 23 (Ishii et Barrett,

2016).
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Figure 23. Moment de I’immunothérapie dans le cadre de la progression de la leucémie. Il est important de

déterminer le moment le plus efficace pour chaque stratégie immunothérapeutique. L’environnement
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immunitaire n’est pas statique, et est activement modifié par I’état de la leucémie et de 1’hdte, et notamment de
maniére spectaculaire dans le contexte de la greffe de CSH. Ainsi, le méme traitement peut ne pas avoir le méme
effet en fonction de ’environnement dans lequel il a été administré. De nouvelles thérapies ont été fréquemment
testées d’abord dans la maladie récidivante ou réfractaire dans les études de phase 1. Ces études fournissent des
indications concernantle moment de 1’administration et possibilité de combiner de multiples modalités
thérapeutiques pour obtenir un meilleur effet. (CAR, récepteur de l’antigéne chimére; CRI1, la premiere
rémission compléte; DLI, injection de lymphocytes du donneur; HSCT, greffe de cellules souches

hématopoiétique; IMiD, immunomodulateurs; NK, natural killer) (Ishii et Barrett, 2016).

L’immunothérapie adoptive pour le cancer a progressé¢ de maniere significative au cours des
dernieres années. Les cellules immunitaires ont le potentiel de court-circuiter des mécanismes
cellulaires de résistance aux médicaments exercée par les cellules cancéreuses ou
I’environnement tumoral tout en épargnant les tissus normaux (Romagne et Vivier, 2011;
Baier et al., 2013). Méme si I’emergence de plus en plus de mécanismes de résistance
immunitaire exercés par le microenvironnement tumoral doit étre pris en compte. On ne sait
pas dans quelle mesure 1’échappement des cellules cancéreuses aux cellules immunitaires
pendant la carcinogenése ou aprés immunothérapie adoptive, est susceptible de rendre
inefficaces les thérapies a base de cellules NK, ce qui entraine la résistance et la rechute
(Guillerey et Smyth, 2015).

L’un des principaux défis pour I’immunothérapie cellulaire est son colit. Produire des
cellules dans un environnement conforme aux bonnes pratiques de fabrication est tres cher, en
particulier lorsque plusieurs étapes sont utilisées pour la purification et qu’une stimulation par
des cytokines sont nécessaires. Dans I’immunothérapie basée sur les cellules NK, I’absence
d’une méthode d’expansion de référence a grande échelle de grade clinique permettant
d’obtenir des produits reproductibles est un obstacle majeur a surmonter, et dépend du
nombre de cellules NK initiales, du phénotype, du génotype et de la fonctionnalité¢ des

cellules NK qui varient selon les donneurs. Dans les essais cliniques, la production des
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cellules NK doit étre suffisante pour atteindre une dose optimale. Les futurs essais doivent
¢tablir la dose maximale tolérée de cellules NK et les schémas posologiques associés,
démontrer la présence ou 1I’absence de réponses dose-dépendantes, et de déterminer le nombre
maximum de cellules T résiduelles qui peuvent étre infusées en toute sécurité¢ dans des
contextes HLLA-compatibles ou incompatibles. La réalisation de ces objectifs permettra de
déterminer si un rendement €élevé ou une haute pureté est plus importante dans I’expansion ex
vivo des cellules NK. Plusieurs questions se posent encore: quel donneur utiliser comme
source des cellules NK? Le méme donneur que celui du don de CSH ou un donneur
haploidentique? Si les cellules NK haploidentiques ont démontré leur efficacité ex vivo, leur
efficacité in vivo reste transistoire en dehors du contexte d’une greffe haploidentique et il
semble clairement necessaire de réaliser une lymphodéplétion préalablement a leur
administration pour leur permettre de persister suffisamment longtemps pour exercer un effet
thérapeutique. Est il necessaire de les activer ou de les cultiver? L’activation semble
clairement montrer tout du moins ex vivo un bénéfice en termes d’accroissement de la
cytotoxicité, cependant [’administration in vivo de cytokines conjointement a leur
administration semble faciliter leur expansion. L’expansion ex vivo presente ’avantage de
permettre d’obtenir des quantités importantes de cellules necessaires notamment lorsque des
administrations reitérées sont requises. Elle presente cependant également I’inconvénient
d’entrainer un phénomene d’addiction cytokinique qui lorsque I’apport de cytokine est
interrompu au moment de 1’infusion, entraine un phénomeéne massif d’apoptose. Lors de
I’utilisation des cellules nourricieres dans le processus de fabrication, les chercheurs doivent
¢galement garder a ’esprit que le nombre de ces cellules nécessaires a 1’expansion des
cellules NK a I’échelle clinique est élevé. La culture, le stockage, et le test des cellules

nourricieres en condition GMP sont donc nécessaires (Fujisaki ef al., 2009; Lapteva et al.,
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2014). De méme des protocoles standardisés de cryoconservation des cellules NK pour
permettre la délivrance de doses multiples ainsi que 1’optimisation et la normalisation des
conditions de transport sera nécessaire lors la fabrication des cellules NK par des plateformes
centralisées.

Malgré toutes les difficultés décrites ici, les chercheurs continuent a s’interesser a la thérapie a
base de cellules NK pour le cancer au cours des derniéres 30 années en raison du fait que les
cellules NK ont de nombreuses propriétés qui les rendent attrayantes pour l’application
clinique. Outre les nombreuses questions concernant le processus cellulaire de fabrication NK,
il reste beaucoup a apprendre en ce qui concerne les cellules NK eux-mémes. Des études
portant sur la cinétique de développement ex vivo, la biodistribution in vivo, I’hétérogénéité
des récepteurs, et le comportement des cellules aprés modification génétique sont essentielles

pour comprendre et a aider a améliorer leur potentiel en tant que thérapeutique du cancer.

Dans la premicre partie de notre travail, nous avons décrit une méthode d’expansion ex vivo
des cellules NK. Cette méthode d’expansion a été réalisée a partir de cellules monnucléées
triées avec des billes magnétiques anti-CD3 et anti-CD19 a ¢été décrit par d’autres chercheurs
(Decot et al., 2010; Eissens et al., 2010). L’originalité de notre méthode a résider dans I’ajout
de billes couplées a un anti-CD335 (NKp46) et anti-CD2. D’autres chercheurs ont rapporté
des moyens d’expansion et d’entretien des cellules NK (Cho et Campana, 2009; Fujisaki et al.,
2009), mais peu de rapports ont porté¢ sur la mise au point d’un protocole qui pourrait étre
utilisé potentiellement pour I’expansion a grande échelle de cellules NK pour une utilisation
clinique.

Dans la premiere étape, nous avons analysé 1’impact des 2 conditions de culture, sur

I’amplification, le phénotype et la cytotoxicité des cellules NK amplifiées.
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Les deux méthodes de culture ont permis d’obtenir I’expansion des cellules NK. L’ajout des
billes a la culture n’a pas permis d’améliorer la capacité¢ d’expansion des cellules NK et ce,
quelque soit I’origine des prélévements.

Nous avons ensuite évalué I’impact de la présence de billes sur le phénotype des cellules NK.
Les résultats ont montré que les 2 conditions de culture ont provoqué une augmentation de
I’expression des 5 récepteurs apres 14 jours d’expansion quelque soit 1’échantillon de départ.
En présence des billes, une induction significative de NKG2D a été observée entre JO et J14
sur les cellules de t¢émoins. De méme, les billes ont significativement amélioré I’expression de
KIR2DL3 entre JO et J14 et elles ont également influencé significativement I’expression du
récepteur KIR2DL3 par rapport a la culture en présence d’IL15 seule, mais seulement sur les
cellules de patients.

Nous avons ensuite évalué les effets lytiques des cellules NK cultivées avec IL-15 et IL-15
plus des billes couplées a un anti-CD335 et anti-CD2 envers la lignée cellulaire K562. Les
résultats ont montré que les cellules cultivées en présence d’IL-15 plus des billes couplées a
anti-CD335 et anti-CD2 ne sont pas significativement plus cytotoxiques que les cellules
cultivées en présence d’IL15 seule.

Dans la deuxieme étape, nous avons analysé I’impact du G-CSF sur I’amplification, le
phénotype et la cytotoxicité des cellules NK amplifiées avec IL-15.

La capacit¢ du G-CSF a mobiliser les progéniteurs a été démontrée et est fréquemment
utilisée dans le cadre de la greffe de CSH (Paul et al., 2011; Katarzyna et al., 2012).

Dans cette étude, nous avons évalué si les cellules NK CD56™#CD16™ et CD56*€"CD16"
isolées du sang de donneur sain ou mobilisées par le G-CSF sont équivalentes en terme
d’expansion, de phénotype, de cytotoxicité et de sécrétion de cytokines. Nos résultats ont

montré que I’expansion maximale des cellules NK a été obtenue a partir du sang de donneur
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sain par rapport aux cellules mobilisées. Le pourcentage de cellules NK CD56"€"CD16"
obtenu a partir de sang de donneurs sains é€tait significative supérieur a celui obtenu a partir
des cellules de patients mobilisé par G-CSF a la fin de la culture. Ceci suggere que le facteur
de croissance aurait un impact négatif sur la capacité¢ d’expansion des cellules NK. Les effets
immunomodulateurs associés au G-CSF utilisé pour la mobilisation des cellules souches ont
¢té décrits dans un certain nombre d’études (Masahiro et al., 2002; Lindemann et al., 2004;
Toh et al., 2009). Bien que les résultats varient entre les études, 1’influence des rhG-CSF a été
rapporté sur les monocytes (Masahiro et al., 2002), les lymphocytes T (Toh et al., 2009) et les
cellules NK (Miller ef al., 1997; Lindemann et al., 2004). Cependant ces études montrent des
résultats parfois contradictoires concernant I’impact du facteur de croissance sur le nombre
absolu des cellules NK et leur proportion au sein des lymphocytes totaux (Tayebi et al., 2001;
Trzonkowski et al., 2004). Des essais fonctionnels ont produit des résultats tout aussi
contradictoires (Trzonkowski et al., 2004). 11 n’y a aucune évidence que les cellules NK
expriment le récepteur du G-CSF. En outre, aucun effet de G-CSF n’a ét¢ documenté dans
une variété de tests ex vivo, en utilisant soit des cellules NK sélectionnées ou non
sélectionnées (Miller et al., 1997). Plusieurs groupes (Miller et al., 1997; Tayebi et al., 2001,
Trzonkowski et al., 2004) déja démontré que I’administration de thG-CSF ex vivo n’a eu
aucun effet sur ’expression de CD2, CD7, CDS8, CDI16, CD25, CD9%, CDI161 et les
récepteurs NK B1 sur des cellules NK du sang périphérique. Il n’y avait qu’un seul rapport
qui suggérait une diminution de la densité d’expression du CD56 a la surface cellulaire, sur
les deux types cellulaires CD56"€"CD3" et CD56"™CD3 (Taga et al., 1993). Aucun rapport
n’a fourni une étude approfondie des récepteurs des cellules NK exprimés sur les différentes

sous-populations.
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Nous avons ensuite analysé si 1’état physiologique (donneurs sains versus patients) a
influencé la capacité d’expansion des cellules NK ou non. Nos résultats ont montré que les
cellules NK mobilisées par le G-CSF quelque soit leur origine ont une capacité¢ d’expansion
similaire. Cependant, les cellules NK obtenues a partir de prélévements de donneurs sains
mobilisés par G-CSF ont un pourcentage significativement plus élevé de cellules NK
CD56™"CD16" et un pourcentage significativement plus faible de cellules NK
CD56™€"CD16™ en comparaison avec les cellules NK issues de patients mobilisés par G-CSF.
Ceci suggere que la maladie aurait un impact sur les capacités d’expansion et de maturation
des cellules NK, les cellules CD56"¢"CD16 traduisant un phénotype plus immature.

Ensuite, nous avons évalué I’impact de 1’état physiologique sur le phénotype des cellules NK,
nous avons observé une augmentation significative de I’expression des récepteurs KIR2DL3
et KIR2DLS sur les cellules NK CD56™€"CD16™ de patients mobilisés par G-CSF par rapport
aux donneurs sains mobilisés par G-CSF au jour 7, une augmentation significative de
KIR2DL3 expression sur cellules NK CD56™"CD16" de patients mobilisés par G-CSF par
rapport au sang des donneurs sains au jour 10, et une diminution significative de 1’expression
KIR2DLS5 sur les cellules NK CD56™€"CD16" de patients mobilisés par G-CSF comparés au
sang des donneurs sains au jour 0. Nous avons également observé une augmentation
significative de 1’expression du CD137, un membre de la famille des récepteurs du TNF, sur
les cellules NK de donneurs sains a J7 de la culture tandis que celle-ci n’est peu ou pas
modifiée a la surface des cellules issues de sources mobilisées par le G-CSF. L’engagement
de CD137 par CD137L sur les cellules T activées par 1’antigéne favorise leur prolifération,
leurs fonctions et de survie. Baseeler ef a/ ont publié une étude qui a comparé 1’expression du
CD137 sur les cellules NK provenant de donneurs sains et les patients LAM (Baessler et al.,

2010). Cette étude a montré que le CD137 est principalement exprimé sur les cellules activées
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saines, mais pas les cellules au repos. Une expression diminué¢e du CD137 a également été
trouvée sur les cellules NK de patients atteints de leucémie. Notre étude a montré notamment
qu’il existe une plus faible expression significative de CD137 sur les cellules NK
CD56™€"CD16" de patients mobilisés par G-CSF.

Beziat ef al ont démontré que les cellules NK CD56¢"CD16" étaient pleinement capables de
tuer des cellules cibles (Beziat et al., 2011). Dans nos études, les cellules des patients
semblent étre moins cytotoxiques que les cellules du sang de donneur sain ou de donneur sain
mobilisé par G-CSF, cela peut étre di au pourcentage significativement plus faible de la
population de cellules NK CD56™¢"CD16" parmi des cellules NK des patients mobilisés par
G-CSF, a une expression significative de KIR, et a une diminution de I’expression du CD137.
La capacit¢ a produire des cytokines pro-inflammatoires et a tuer des cibles sont des
caractéristiques importantes des cellules NK activées. Des études antérieures ont documenté
la capacité des cellules NK issues de patients atteints de LAM a produire de I’IFN-y et TNF-a
apres activation et de tuer efficacement des cellules K562 (Siegler et al., 2005). Dans notre
¢tude, nous avons observé que la production de TNF et IFNy par les cellules NK de CSP de
patients mobilisés a progressivement augmentée apres une culture de 14 jours. Cela peut étre
da au developpement en culture d’une population cellulaire majoritairement CD56™€"CD16,
capable de produire des cytokines, mais faiblement cytotoxiques.

En résumé, le sang périphérique provenant de donneurs sains a €té la source optimale pour les
I’expansion des cellules NK. L’administration de G-CSF aux patients diminue la population et
la fonctionnalité des cellules NK CD56™"CD16" et favorise le développement d’une
population présentant une absence ou une difficulté d’acquisition du CD16, responsable de la
médiation du mécanisme de cytotoxicité dépendante des anticorps. Surmonter cette altération

de la capacit¢é lymphoide peut étre important pour faciliter 1’immunothérapie post-
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transplantation. De plus, nous avons observé une surexpression de la plupart des cing
récepteurs aprés 14 jours de culture, et I’expression de KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DLS et

CD137 était significativement différente entre les trois origines des cellules NK.
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Objective. Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)-mobilized peripheral blood stem
cell (PBSC) collections are increasingly emerging as the graft of choice in many centers for
autologous transplantation, and with increasing frequency in allogeneic transplantation. In an
allogeneic setting, natural killer (NK) cells have a critical role in graft versus host disease and
graft versus leukemia effects. However, the impact of G-CSF on NK cells response remains
unclear. In this study, we compared NK cell phenotype and functions isolated from PBSC
collections from both healthy donors and patients mobilized with G-CSF.

Materials and Methods. After informed consent, NK cells were isolated either from fresh
blood sample , fresh PBSC transplant from allogeneic healthy donors or fresh patient’
autologous PBSC transplant, using a CD3/CD19 depletion method and expanded for 14 days
in the presence of 50 ng/mL interleukin (IL)-15. Expression of NKG2D, KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR2DLS, and CD137 was monitored by flow cytometry. NK cell cytotoxicity was evaluated
at the end of culture and cytokine secretion was measured at day 7, 10 and 14.Results. Highly
T- and B-cell depleted NK cells were obtained. The percentage of CD56™¢"CD16" NK cell
was significantly lower in G-CSF mobilized PBSC from patients after expansion and
proliferated less than NK cells from normal peripheral blood or G-CSF mobilized PBSC from
normal donors. In contrast the percentage of CD56"€"CD16™ NK cells was significantly
higher in G-CSF mobilized PBSC from patients after expansion. The expression of KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DLS5 and CDI137 was significantly different among the three origins of
CD56™CD16" NK cells and the expression of KIR2DL3, KIR2DL5 and CD137 was
significantly different among the three origins of CD56"¢"CD16™ NK cells. NK cells sorted
from G-CSF mobilized PBSC from patients also exhibited a diminished ability to kill tumor
targets. Whereas TNF and IFNg were readily detected at day O in the cell cuture supernatant

of healthy donor cells, TNF and IFNg production was progressively acquired by Nk cells
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from mobilized sources at the end of the cell culture suggesting a maturation process in vitro.
Conclusion. The findings presented here show that G-CSF administration to patients
decreases CD56™€"CD16" NK cell population, proliferation and function. Overcoming this
impairment in lymphoid capacity may be important to facilitate post-transplant

immunotherapy.

Keywords: granulocyte-colony stimulating factor; natural killer cells; expansion; cytotoxicity;

immunotherapy
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Introduction

Primitive progenitors have been known to circulate in the peripheral blood (PB) of animals

and man [

. The development of commercially available growth factors such as
(granulocyte-colony stimulating factor [G-CSF] and granulocyte macrophage-CSF [GM-CSF])
has dramatically changed the clinical practice of marrow transplantation by facilitating the
mobilization of stem cells into the peripheral blood. The use of mobilized peripheral blood
stem cell (PBSC) grafts is now routine for autologous transplantation. More recently,
increased use of PBSC as a graft source for allogeneic transplantation is being reported ™.
The ease of donor stem cell collection and accelerated neutrophil engraftment after
transplantation are among the major known advantages of this stem cell source. However,
there are many questions that remain to be answered such as whether growth factor affects the
phenotype or functionality of immune cells present in the stem cell transplant.

Natural killer (NK) cells are bone marrow (BM)-derived lymphocytes that recognize and kill
virally infected cells and transformed malignant cells %), During allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT), NK cells have been implicated in the suppression of graft-
versus-host disease (GvHD), the promotion of BM engraftment, and mediation of a graft-
versus-leukemia (GvL) effect "), It has been shown that NK cells are regulated by the balance
between activating and inhibitory signals. Receptors mediating inhibitory signals are called
inhibitory killer immunoglobulin (Ig)-like receptors (KIR), many of which are known to
recognize human leukocyte antigen (HLA) class I molecules. In transplantations between
HLA-non identical donors and recipients, recipient target cells lacking the appropriate HLA
class I ligand are recognized by donor NK-cell inhibitory KIR ™. Upon interaction with target

cells, NK cells lower their activation threshold, particularly if target cells express additional
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activating NK receptor ligands. Once activated, NK cells are then able to kill recipient
leukemic cells. Other studies suggested that this can also occur in HLA-identical sibling

B-19 These anti-leukemic effects lead to lower the rates of relapse, graft

transplantation
failure, or GYHD and to a higher overall survival in patients with myeloid leukemia.

Very few data has been published regarding the impact of G-CSF on NK cell functions. It
was shown that G-CSF increased the alloAg-presenting capability of immune accessory cells
1121 However, other studies observed that G-CSF impaired NK cell functionality by
decreasing their cytotoxicity !'*. Because of the controversy regarding NK cell activity in the
setting of G-CSF-mobilized HSCT, clarification of the role of G-CSF in regulating NK cell
activity is necessary. Therefore, the present study assayed the phenotype, functionality and
expansion rate of NK cells isolated from the PB sample from healthy donors, fresh PBSC
from allogeneic healthy donors and fresh autologous PBSC from patients. The results showed
that a CD3/CD19 depletion is effective to obtain highly T- and B-cell-depleted NK cells. In
our test, G-CSF administration to patient significantly decreased CD56™#"CD16" NK cells

population and increased CD56""€"CD16™ NK cells population; significantly modified KIR

expressions; augmented TNF and IFNy secretions and decreased cytolytic activity of NK cells.
Materials and methods

After informed consent, PB samples (150 mL) were obtained from healthy donors (HD), fresh
PBSC transplants (3 mL) were obtained from allogeneic HD and fresh autologous PBSC

transplants (3 mL) were obtained from patients. Each experiment was performed in triplicate.

NK-cell enrichment
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were separed from blood by sedimentation on a
mononuclear cell separation medium (PAA Laboratories, Etobicoke, Canada). PBMC
recovered from the interface were washed twice with 199 medium (15 minutes, 600g) and
were resuspended in magnetic-activated cell sorting buffer and were counted using a
hemocytometer.

The PBSC transplants were centrifuged 20 minutes, x200g to remove platelets. PBSC were
then resuspended in magnetic-activated cell sorting buffer and were counted using a
hemocytometer.

The cell suspension was incubated with anti-CD3 and anti-CD19 magnetic particles for 15
minutes at 4°C using 20 pL for 107 cells. At the end of the incubation, cells were washed once
and passed through a LD magnetic-activated cell sorting separation column (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Unbound cells containing NK cells were washed out with
three aliquots of 1 mL separation buffer. The positive fraction containing T and B cells was
eluted with the separation buffer after removing the column from the magnetic field. T and B
cells were used as feeder cells after 30 Gy irradiation.

Expansion of NK cells

Isolated NK cells (5x10%/mL) were suspended in X-vivo-15 media (Lonza, Walkersville, MD,
USA) in presence of irradiated feeder cells (5x10%mL), 10% fetal bovine serum (Gibco-
Invitrogen, Paisley, UK), 2 mM glutamine (Eurobio, ourtaboeuf, France), 1 mg/mL
streptomycin, 1 U/mL penicillin, 0.025 mg/mL amphotericin B, and 50 ng/mL IL-15
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) at 37°C, 5% CO,. The medium was changed
every 2 to 4 days, and the concentration of the cells adjusted to 1x10%/mL.

Total cell numbers were assessed after staining cells with Trypan blue dye (Sigma, St Louis,

MO, USA) and counting them on a hemocytometer on days 7, 10, and 14. The absolute count

151



of each population was determined by using the following formula: Absolute count = % of
specific subsets determined by flow cytometry x total number of cells.

Flow cytometry

Samples for flow cytometric analysis were taken after separation and every 7, 10 and 14 days
during the cell culture. All incubations were performed at 4°C for 20 minutes with cells
resuspended in phosphate-buffered saline containing 0.5% human serum albumin with 10 puL
antibodies and cells were washed twice with phosphate- buffered saline after staining. Cells
(1x10%) were stained with anti-CD3 fluorescein isothiocyanates (FITC), anti-CD19 FITC,
(from Beckman Coulter, Roissy, France), CD16-phycoerythrin, and CD56-allophycocyanin
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) to monitor the percentage of T cells, B cells,
and NK cells. Phycoerythrin- conjugated anti-NKG2D, anti-KIR2DL1/DS1, anti-
KIR2DL2/2DL3, anti-KIR2DLS5, and anti-CD137 were obtained from Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Germany), IgG1-FITC and IgG1-PE isotype control were obtained from
Becton Dickinson (Mountain View, CA, USA).

Samples were analyzed using FACScanto I (Becton Dickinson) and Diva analysis software
(BD Biosciences, Franklin Lake, NJ, USA), setting appropriate forward scatter/side scatter.
From the lymphocyte population, NK cells were gated as CD56™¢"CD16  and
CD56™€"CD16". Mean fluorescence intensity values for NKG2D, KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DLS, and CD137 were determined on the CD56™"CD16  and CD56*¢"CDI16"
population after separation and every 7, 10 and 14 days of culture.

Cytotoxicity assay
Cytolytic activity of NK cells was tested in a 2-hour Europium (Eu) release assay after 14
days of culture. The K562 cell line (major histocompatibility complex class I-negative

erythroleukemia cell line) was used as target. The K562 cell line was cultured in RPMI-1640
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medium 20% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 1 mg/mL streptomycin, 1 U/mL penicillin,
0.025 mg/mL amphotericin B at 37°C, 5% CO,.

Target cells were incubated with a fluorescence enhancing ligand (BATDA, bis
(acetoxymethyl) 2, 2°:6° 2”-terpyridine- 6, 6”- dicarboxylate) for 20 minutes at 37°C and then
washed fifth with complete medium. Target cells were placed in 96-well round-bottom plates
with 5 x 10* cells per well. Effector cells were added after incubation to target cells at ratios
12.5:1, 6.25:1, 3.125:1, 1.5:1 in triplicate. After 2 hours incubation at 37°C, 5% CO,, plates
were centrifuged (200g, 5 minutes) and 20 pL supernatant removed from each well and added
200 pL of Europium Solution, incubated for 15 minutes at room temperature using the
DELFIA Plateshake and measured the fluorescence in the time-resolved fluorometer
(VICTOR, Perkin Elmer). The percentage of Eu release was calculated according to the
following formula:

% of specific lysis = (experimental release-spontaneous release) / (maximum release-
spontaneous release) x 100.

Experimental release is the mean cpm release in the presence of effector cells; spontaneous
release is the mean cpm spontaneously released by target cells incubated with medium alone
and maximum release is the mean cpm release of target cells with 100 pL of cell culture
medium supplemented with 10 pL of Lysis Buffer.

Cytometric bead array (CBA)

Supernatants for flow cytometric analysis were taken every 7, 10 and 14 days during the cell
culture. They were harvested and stored at -20°C until cytokine analysis was performed. 1L-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF, and IFNy were detected simultaneously using the human
Th1/Th2/Th17 cytokine CBA kit (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), according to the

manufacturer’s instructions. Briefly, 50 pL of each sample was added to 50 uL of mixed
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capture beads and 50 pL of the human Th1/Th2/Th17 PE detection reagent. Samples were
incubated at room temperature for 3 hours in the dark. After incubation, samples were washed
once and resuspended in 300 pL of wash buffer before acquisition with the FACSCanto.

Data were analyzed using FCAP Array software. Standard curves were generated for each
cytokine using the mixed cytokine standard provided with the kit. The concentration for each
cytokine in cell supernatants was determined by interpolation from the corresponding
standard curve. The range of detection was 20-5000 pg/mL for each cytokine measured by

CBA.

Statistical analysis
Results are shown as mean + SEM. Statistical analysis was performed using Student’s paired ¢

test. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results

Kinetics of CD56"™"CD16™ and CD56""¢"CD16" NK cells during culture

To evaluate whether G-CSF could influence NK cells phenotype during 14 days expansion in
presence of IL-15, a flow cytometric analysis was performed at different time points on NK
cells isolated from (HD) blood, HD PBSC or patient PBSC. A modification of the NK cell
subset repartition was observed during expansion depending on the NK cell source. Regarding
the CD56%™ NK cell subset, the highest percentage of this subset was found at Day 0 in HD
peripheral blood reaching 25%. A mean percentage of 4% and 2% of CD56%™ NK cells was
found in HD PBSC and patient PBSC respectively. A decrease of this subset was observed all

along the expansion time whatever the NK cell source. However a mean of 7% of CD56%™
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remained at day 14 for HD blood NK cells whereas this subset nearly disappears at the end of
the culture time for HD or patients PBSC isolated NK cells (Fig. 1A).

Regarding the CD56™€" subset, an expansion of this subset was observed at the end of the
culture time whatever the NK cell source, reaching 83%, 91% and 92% of NK cells for HD
blood, HD PBSC and patient PBSC respectively. We next focused our analysis on the CD16
expression by this subset since we observed a difference in the CD56"¢"CD16" or CD16°
repartition between each NK cell source. The phenotypic characterization of NK cells from
patient PBSC revealed a significant development of a CD56"¢"CD16™ NK cell subset which
reached 64% =+ 7.4% of the total NK cell population at the end of the culture. This
phenomenon was also observed to a lesser extend in NK cells from HD PBSC and HD blood
but reached only 26% + 8.5% and 15% + 5.5% of the total NK cell population respectively
(Fig. 1B). Regarding the CD56™¢"CD16" population, a marked difference was observed
between HD blood and the G-CSF mobilized sources. A significant decrease of CDI16
expression was observed between NK cells for HD blood and NK from patients PBSC (74% +
3.4% versus 28% + 5.1%) and between NK cells from HD PBSC and patients PBSC (64% =+
5.5% versus 28% =+ 5.1%) (Fig. 1C).

When looking at the CD56™¢"CD16" NK cell kinetic of expansion, median fold expansion
after 14 days was 83.6 fold for HD blood cells whereas NK cells isolated from HD PBSC and
NK cells isolated from patients PBSC expand 10.5 and 12.4 fold respectively (Fig. 1D).
CD56™€"CD16" NK cells expanded the same way, with a 67.3, 12.3 and 9.6 fold expansion
observed for HD blood cells, NK cells isolated from HD PBSC and patients respectively (Fig.
1E). The maximum NK cell expansion was observed from HD blood, however, the difference

in term of expansion did not reach significance between each source.
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Analysis of NK cell receptor expression

To phenotypically characterize the three different sources of NK cells, a detailed flow
cytometric analysis was performed at day 0, 7, 10 and day 14. For each receptor analyzed, i.e.,
NKG2D, KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DLS5, and CD137, mean fluorescent intensity values on
receptor-positive subsets of NK cells were taken into account.

The figure 2A shows the expression of the receptors on CD56""€"CD16™ NK cells. Regarding
the G-CSF mobilized sources, the 3 KIR receptors studied increased between day 0 and day
10 and then reached a plateau between day 10 and day 14. The maximal KIR expression was
reached earlier at day 7 for HD blood NK cells. Noticeably, we observed a significantly
increased expression of KIR2DL3 on patient PBSCs compared with HD PBSCs on day 7.

The maximal expression of NKG2D was seen at day 0, day 7 and day 10 on HD blood cells,
patient PBSC and HD PBSCs, respectively. Regarding CD137 expression, it was clearly
detected at Day 7 for HD blood cells but was not modified on NK cells from G-CSF
mobilized sources all along the culture time. The figure 2B shows the receptor expression on
CD56™CD16" NK cells regarding the different sources. Interestingly, KIR2DL1 was
significantly increased on HD blood compared to the G-CSF mobilized sources at day 0.
Although KIR2DL1 expression remains stable all along the culture time on cells from
mobilized patients or HD, a regular increase of its expression was observed on mobilized HD.
NKG2D maximal expression on CD56™¢"CD16" NK cell was seen at day 10 on HD blood
cells and HD PBSC but at day 7 on patient PBSC.

KIR2DL3 shows a similar expression pattern as for KIR2DL1 all along the culture time on
HD cells. However, we observed a significant decrease of its expression between Day 0 and
day 7 on NK cells from HD PBSCs compared to HD. An increase of KIR2DL3 was seen

between Day 7 and Day 14 on the G-CSF mobilized sources.
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For 2DLS, similarly to KIR2DL3 and KIR 2DL1, a stable expression of this receptor was
observed on HD cells between Day 0 and Day 14. Its expression on NK cells from G-CSF
mobilized sources remains below the expression level observed on HD cells but increases
regularly until day 14 where it reaches the expression level observed on HD cells. Regarding
CD137, its expression was significantly higher on HD cells at day 0, day 7 and Day 10 than
on G-CSF mobilized sources. In contrast to the KIR receptors, a very weak increase of its
expression was detected all along the culture time.
Taken together, these results showed that the KIR receptors studied were up regulated after 14
days of culture as compared to their basal expression on CD56™"CD16™ NK cells whatever
the cell source. Nevertheless, their expression profile was different on CD56"€"CD16" cells
depending on the NK cell source. Their expression remains stable on HD donor cells but
increase on the G-CSF mobilized sources.
NK cells cytotoxicity
We next tested the cytotoxicity of three different NK cells sources against the K562 cell line
after 14 days of culture at 3 different ratios. A high cytotoxicity was observed against K562
cells regarding NK cells from HD donors, mobilized or not. NK cells from patients PBSC
exhibited a diminished ability to kill tumor targets even after 14 days of culture in presence of
IL-15 (Fig. 3A).
Cytokine production

In addition to their cytotoxic capacity, NK cells are able to produce a variety of soluble
factors. In order to evaluate the impact of G-CSF mobilization on NK cell functionality, we
performed a CBA assay to determine the cytokine release in the cell culture supernatants at
Day 7, 10 and 14. Our array experiments confirmed the preferential production of TNF and

IFNy by NK cells from PB, which has been reported previously ['¥ although we observed a
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decrease of the cytokine production between day 7 and day 14. The TNF and IFNy production
by NK cells from HD and patients PBSC was significantly increased between Day 7 and 14.
IL-6, IL-10 and IL-17A were mainly detected in HD NK cell culture reaching values above
the sensitivity levels (20 pg/mL) at Day 7 but were neither detected at Day 14. Regarding the
same cytokine secretion in NK cell supernatant from G-CSF mobilized sources, no detectable
concentrations were obtained at day 14. IL-6 was decreased in supernatants from day 14 cells
compared with day 7 cells. Other cytokines, which can concomitantly be detected by the CBA
(IL-2, IL-4, IL-10, and IL-17A) remained below. These data suggest that cytokine production

patterns of NK cells isolated from PB are not markedly altered after expansion.

Discussion

The ability of G-CSF to mobilize progenitors has been demonstrated and is well established in

[15:16] * Although much is known about myeloid function between stem

clinical transplantation
cell sources, the lymphoid capacity between stem cell sources and its relevance is less well
explored.

In this study, we evaluated whether CD56™¢"CD16™ and CD56""¥"CD16" NK cells isolated
from PB and G-CSF mobilized cells are equivalent in term of expansion, phenotype,
cytotoxicity and cytokine secretion. Our results showed that maximal expansion of NK cells
was obtained from PB compared with mobilized cells. The percentage of CD56™€"CD16"NK
cells from PB was significant greater than that of G-CSF administrated patients at the end of
culture. This suggests that the growth factor would have an adverse impact on the ability of
NK cells expansion. Immunomodulatory effects associated with G-CSF used for progenitor

17-19

cell mobilization have been described in a number of studies !'"'*). While results vary
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between studies, the influence of rhG-CSF has been reported on monocytes ", T cells ' and
NK cells "% There are contradictory reports on changes in the absolute numbers of NK
cells and their proportion within total lymphocytes, following G-CSF administration ',
functional assays produced equally contradictory results 2. There is no evidence that NK
cells express the G-CSF receptor. In addition, no effect of G-CSF has been documented in a
variety of ex vivo assays, using either selected or unselected NK cells %; the latter
observation suggests that other accessory mononuclear cells do not mediate an indirect effect

that would change NK cell functions. Several groups 2**

already demonstrated that rthG-
CSF administration ex vivo had no effect on the expression of CD2, CD7, CDS§, CD16, CD25,
CD9%, CD161 and NK BI1 receptors on PB NK cells. There was only one report that
suggested a down-modulation of CD56 cell surface density, on both CD56°€"CD3" cells and
CD56“™CD3™ cells **!. No report has provided an extensive evaluation of functionally
important NK cell receptors. Our study is primarily interested in the KIR receptors, but the
limit is that the antibodies available currently can not distinguish the activating and the
inhibitory receptors, as they have the same extracellular structure.

We then analyzed whether physiological status (healthy donors versus patients) influenced the
expansion capacity of NK cells or not. Our results showed that NK cells from G-CSF
mobilized cells have the similar expansion capacity. However, NK cells from G-CSF
mobilized HD have a significantly higher percentage in the CD56"¢"CDI16" NK cell
population and a significantly lower percentage in the CD56™€"CD16 NK cell population
compared with NK cells from G-CSF mobilized patients. This suggests that the disease would
have an impact on NK cells expansion and mature abilities.

Then we evaluated the impact of status physiologic on NK cells phenotype, we observed a

significant increase of KIR2DL3 and KIR2DLS5 expressions on CD56™"CD16 NK cell from
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G-CSF mobilized patients compared with G-CSF mobilized HD on day 7, a significant
increase of KIR2DL3 expression on CD56™€"CD16" NK cell from G-CSF mobilized patients
compared with PB from HD on day 10, and a significant decrease of KIR2DLS5 expression on
CD56™€"CD16" NK cell from G-CSF mobilized patients compared with PB from HD on day
0. We also observed that the expression of CD137, a member of the TNF receptor family, was
changed on CD56""¢"CD16 NK cell from PB from HD compared with G-CSF mobilized HD
on day 0, and was changed on CD56"€"CD16" NK cell on day 7 and on day 14 compared
with PB and G-CSF mobilized healthy donors, and on day 0 compared with PB and G-CSF
mobilized patients. The engagement of CD137 by CD137L on activated T cells by antigen
promotes their proliferation, their functions and survival. Its role in human NK cells appears
to be different depending on the species. In mice, the engagement enhances their proliferation,
secretion of IFN-y, but not cytotoxicity. In humans, Baseeler et al published a study which
compared the CD137 expression on cells from healthy donors and acute myeloid leukemia
(AML) patients **. This study showed that CD137 is predominantly expressed on healthy
activated cells but not resting cells. A lower expression of CD137 was also found on NK cells
of leukemia patients. Our study showed that there is a significant lower expression of CD137
on CD56™"CD16" NK cell from G-CSF mobilized patients.

Beziat et al. demonstrated that CD56™¢"CD16" NK cells were an intermediate stage of NK
cell maturation and CD56"€"CD16" NK cells were fully able to kill target cells **). In our
studies, the analysis of different sources of cells allowed us to observe the cells of patients
appears to be less cytotoxic than cells from PB or G-CSF mobilized HD, this may due to the
significantly lower percentage in the CD56""€"CD16" NK cell population in G-CSF mobilized
patients and a significant KIR expression. However, because of the small number of samples,

we were unable to obtain significant differences. These results suggest that the status
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physiologic of NK cells affect their function but need to be confirmed by a large number of
experiments.

The capacities to produce proinflammatory cytokines and to kill NK-sensitive targets are
important characteristics of activated NK cells. Previous studies documented the ability of NK
cells from AML patients to produce IFN-y and TNF-a after activation and to efficiently kill
K562 cells *°!. We assessed the cytokines production by NK cells isolated from PB, PBSC
from HD or patients and observed that the production of TNF and IFNy was significantly
increased by NK cells from PBSC from patients after 14 days culture, this may due to the
significantly higher percentage of CD56"¢"CD16™ NK cells. However, the killing of K562
tumors provides an argument that the NK cell population from PBSC from patients is
functionally immature.

In summary, PB from healthy donors was the optimal source for NK cells expansion and NK
cells from PB or PBSC from HD were equivalent in term of cytotoxicity. G-CSF
administration to patients decreases CD56™"CD16" NK population and function.
Overcoming this impairment in lymphoid capacity may be important to facilitate post-
transplant immunotherapy. Furthermore, we observed an upregulation of most of the five
receptors after 14 days of culture, and the expression of KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL5 and
CD137 was significantly different among the three origins of NK cells. This work will
complement the operations performed to obtain a statistically significant number of samples
and will be followed by evaluating NK cells cytotoxicity on leukemic blasts which expressed

HLA surfaces are known.
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Figure legends

Figure 1. Representative dot plots gated on CD56"€" and CD56%™ NK cells from different
origins on day 0 (D0), 7 (D7), 10 (D10), and 14 (D14) during culture (A). Frequency of
CD56™"CD16 and CD56™"CD16" among NK cells during culture. CD56""¢"CD16" (B) or
CD56™"CD16" (C) frequencies among NK cells after 14 days of culture compared with
peripheral blood (PB) and granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) mobilized healthy
donors or patients. Expansion dynamics of CD56"¢"CD16™ (D) or CD56™#"CD16" (E) NK
cells from different origins for 14 days of culture. NK cells were isolated from 150 mL fresh
PB sample from healthy donors, 3 mL of G-CSF-mobilized peripheral blood stem cell (PBSC)
transplant from allogeneic healthy donors and 3 mL of G-CSF mobilized fresh autologous
PBSC transplant from patients (n=3). Results are shown as mean + SEM. Comparison

between groups was performed using ¢ tests. *p<<0.05.

Figure 2. Changes in the NKG2D, KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DLS5 and CD137 receptor
expression patterns on CD56™¢"CD16 (A) or CD56™€"CD16" (B) NK cells for 14 days of

culture.

Figure 3. Functional assays. Percentage of NK cells cytotoxicity from different origins after
14 days of culture (A). Cytokine secretion profile of NK cells from different origins on day 7,
10 and 14 during the cell culture (B). Results are shown as mean = SEM. Comparison

between groups was performed using ¢ tests. *p<<0.05.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online 10 July 2015 Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only curative therapy for patients with chemotherapy-
resistant hematologic malignancies that are usually fatal in absence of treatment. Hematopoietic stem cell

Keywor Cl§.‘ o transplantation is associated with significant early and late morbidity and mortality. Graft-versus-host disease,

Allogeneic hematopoietic stem cell infections, and relapse are the most important causes of mortality after HSCT. Until now, these complications

transplantation

relapse

graft-versus-host disease
adoptive immunotherapies

have been managed mainly with pharmacological drugs, but in some situations, this approach clearly shows
its limit. As such, there is a significant need for novel therapies for the treatment of complications after allogeneic
HSCT. In this review, the currently available adoptive immunotherapies offering an alternative in case of treat-
ment failure of HSCT complications will be described. The results of the main clinical trials based on immune
cell infusion will be discussed and the strategies aiming at maximizing cytotoxic T-lymphocyte, regulatory
T-cell, natural killer cell, cytokine-induced killer cell, and y5 T-cell efficacies in the context of immunotherapy
approaches after allogeneic HSCT in patients with hematologic malignancies will be gathered.
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Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is a malignancies [2], and other nonmalignant diseases [3]. Early and late
potentially curative strategy for hematologic malignancies [1], solid complications after allo-HSCT include graft-versus-host disease
(GVHD), disease relapse, and infections [4]. These complications limit

Tresponding author at: Véronique Decot, PhD, Cell Therapy and Tissue Unit, CHU the efficacy of hematopoietic stem C,e” transplantation (HSCT), E,md Its
Nancy, Allée du Morvan, Vandoeuvre les Nancy, France, 54511. outcome depends on numerous variables, such as the type of disease,
E-mail address: v.decot@chu-nancy.fr (V. Decot). age of the patient, stage of disease progression, and therapies used.

http://dx.doi.org/10.1016/j.tmrv.2015.07.001
0887-7963/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.tmrv.2015.07.001&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.tmrv.2015.07.001
mailto:v.decot@chu-nancy.fr
Journal logo
http://dx.doi.org/10.1016/j.tmrv.2015.07.001
Imprint logo
http://www.sciencedirect.com/science/journal/

260

Importantly, graft-versus-tumor (GVT) effects or recognition of cancer
cells by donor T cells is the primary objective sought with this therapy.
Unfortunately, GVHD and GVT are tightly associated, and the pathways
of one can lead to the other. Therefore, novel methods of augmenting
the GVT and treatments of complications after allo-HSCT are needed.
This review will focus especially on current adoptive immunotherapeu-
tic approaches (eg, cytotoxic T lymphocytes [CTLs], 6 T cells, cytokine-
induced Kkiller [CIK] cells, natural killer [NK] cells, and regulatory T cells
[Tregs]) developed to treat the complications occurring after allo-HSCT
in patients with hematologic malignancies (Fig 1).

Graft-Versus-Host Disease

Graft-versus-host disease is primarily a donor T cell-mediated syn-
drome whereby T cells in the graft elicit an immune response, resulting
in host tissue damage [5]. Hematopoietic stem cell transplantation re-
cipients typically receive conditioning regimens consisting of chemo-
therapy and/or radiation to eliminate their underlying malignancy and
facilitate the engraftment of allogeneic stem cells. However, the condi-
tioning regimen can cause damage to host tissues, triggering the release
of proinflammatory cytokines and activating the innate immune sys-
tem, including host antigen-presenting cells [6]. Donor T cells in the
graft interact with activated host antigen-presenting cells, recognize
presented host peptides as foreign, and differentiate into cytokine-
producing T effector cells. The ensuing proinflammatory cytokine
storm recruits other effector cells, such as NK cells and macrophages.
This perpetuates the proinflammatory cytokine cascade that is a hall-
mark of acute GVHD (aGVHD) and results in direct tissue damage, gen-
erally to a restricted set of organs (eg, skin, liver, and gastrointestinal
tract) [7]. A second phase of GVHD, known as chronic GVHD (cGVHD),
tends to have a more delayed presentation in patients, broader organ in-
volvement, and clinical features that bear strong resemblance to auto-
immune disorders [8]. Both aGVHD and cGVHD can be characterized
as resulting from an imbalance between the effector and regulatory
arms of the immune system [9]. Clinical approaches that restore
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effective immune regulation are, therefore, an attractive treatment
strategy for GVHD.

Regulatory T cells are characterized by the coexpression of CD4, high
levels of surface CD25, and a master switch transcription factor called
forkhead box P3 (Foxp3) that suppresses autoreactive lymphocytes
and control innate and adaptive immune responses [10]. As they sup-
press exuberant immune system activation and promote immunologic
tolerance, they have been a focal point of research studies designed to
mitigate the severity of GVHD in early-stage clinical trials.

Role of Tregs in Human GVHD

Conflicting results have been published about the role of Tregs in
GVHD. Magenau et al [11] showed that aGVHD was associated with a
decrease of Tregs frequency in the peripheral blood of allo-HSCT recip-
ients; moreover, several reports demonstrated a decreased frequency of
Tregs in the peripheral blood of patients with high clinical grades of
aGVHD as compared to patients with lower grade aGVHD [12,13]. Sim-
ilar results have also been observed in cGVHD, where the frequency of
Tregs negatively correlated with disease severity [12,14]. However,
not all studies have demonstrated a correlation between reduced
Tregs frequency and GVHD severity. Schneider et al [15] observed that
cGVHD patients had increased numbers of peripheral blood
CD4+CD25™" Tregs as compared to individuals without cGVHD. This
was supported by 2 more recent studies that reported increased periph-
eral Tregs numbers in transplant recipients that developed cGVHD com-
pared with those with no GVHD [16,17].

The reason for the differences observed in these studies is not entire-
ly clear. For the most part, however, studies have failed to demonstrate
that the Tregs frequency and/or absolute numbers predict the occur-
rence of GVHD; potential reasons include (a) sampling of a nonrepre-
sentative compartment (peripheral blood may not reflect gut/skin
populations) or (b) inadequate sensitivity with current techniques to
discriminate host antigen-specific T cells/Tregs, where potentially larger
differences might be observed.
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Fig 1. Complications after allo-HSCT such as GVHD and disease relapse can be managed by adoptive immunotherapeutic approaches (eg, Tregs, CTLs, y5 T cells, CIK cells, or NK cells).
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Regulatory T Cells in Clinical Trials

Less than 2 decades after their discovery, Tregs are now entering into
clinical trials in allo-HSCT recipients. In the “first-in-man” clinical trial,
Brunstein et al [18] established a method of CD4*CD25"Foxp3™
Tregs enrichment from cryopreserved partially human leukocyte anti-
gen (HLA)-matched third-party umbilical cord blood (UCB) units
followed by a 18 4+ 1 day expansion culture including anti-CD3/anti-
CD28 antibody-coated beads and recombinant human interleukin 2
(IL-2). In vitro expanded Tregs were used in 23 patients undergoing
double-cord blood transplantation. Regulatory T cells were adminis-
tered on day + 1 posttransplant (fresh) (doses ranging from 1 x 10°
to 3 x 10%/kg) and additionally on day + 15 (3 x 10%/kg) in 13 patients,
using cryopreserved Tregs expanded from the same cord blood unit. The
rates of GVHD and infectious complications were compared with those
from 108 historical controls. Importantly, no increase in opportunistic
infections and no Tregs-related acute toxicity were observed. The au-
thors did report a reduced incidence of grade II to IV aGVHDs (43% vs
61%; P = .05) in the trial group with no deleterious effect on risks of in-
fection, relapse, or early mortality, but efficacy for the prevention of
GVHD could not be demonstrated definitely in this phase I safety and
feasibility trial, as standard pharmacologic prophylaxis was
coadministered (cyclosporine A/mycophenolate mofetil or sirolimus/
mycophenolate mofetil).

Di lanni et al [19] have particularly studied the role of Tregs in the
prophylaxis of GVHD in the course of haploidentical stem cell trans-
plant. Regulatory T cells were isolated from standard leukapheresis
products using a double-negative selection (anti-CD8 and anti-CD19
monoclonal antibodies) followed by positive selection (anti-CD25
monoclonal antibody) and then adoptively transferred into patients.
As opposed to cord blood, in this study, the source of Tregs was from
the donors who also provided the stem cells that were used to engraft
the patients. In this report, 26 of 28 patients were engrafted, and only
2 of 26 patients had greater than or equal to grade Il aGVHD. No patient
developed cGVHD at the time of publication. CD4 and CD8 counts rapid-
ly increased after transplant. Episodes of cytomegalovirus reactivation
were significantly fewer than in controls.

An alternative approach to harness the potential for Tregs therapy in
humans is based on the requirement of these cells for IL-2. Specifically,
Koreth et al [20] found that daily low-dose IL-2 was safely administered
in patients with active cGVHD that was refractory to glucocorticoid
therapy. Administration was associated with preferential, sustained
Tregs expansion in vivo and amelioration of the manifestations of
cGVHD in a substantial proportion of patients. Moreover, ultra low-
dose IL-2 for GVHD prophylaxis after allo-HSCT mediates expansion of
Tregs without diminishing antiviral and antileukemic activity [21].
Thus, the administration of cytokines capable of inducing the in vivo ex-
pansion of Tregs may be a more clinically feasible strategy to enhance
Tregs reconstitution posttransplantation, as compared to more costly
expansion strategies.

Collectively, these studies are exciting evidence that Tregs therapy
has now entered into the clinic; going forward, well-designed trials
will be necessary to determine whether these cells are indeed capable
of preventing and/or treating patients with established GVHD but also
to determine the effects on infectious risk.

Relapse

Relapse after allogeneic HSCT is common with rates approaching
40% in those with high-risk disease and typically portends a very poor
prognosis [22]. Traditionally, the detection of impending relapse in the
posttransplantation period has been based on donor chimerism analy-
sis, but the lack of specificity remains a problem. Therefore, interest fo-
cused on the minimal residual disease (MRD) diagnostics in the
posttransplantation care of patients aiming to detect an increase of the
leukemic cells at the earliest possible time [23]. The optimal treatment

strategy for relapsed leukemia remains uncertain. Withdrawal of immu-
nosuppressive agents, reinduction chemotherapy, second HSCT, donor
lymphocyte infusion (DLI) and supportive care are therapeutic options
in leukemia relapse after HSCT. The graft-versus-leukemia (GVL) effect,
which is mediated mainly by donor derived T cells, is the fundamental
curative potential of DLI [24]. More recently, adoptive immunotherapy
with DLI is used as relapse prophylaxis to provide full donor chimerism
in patients with mixed and decreasing chimerism [24].

Donor Lymphocyte Infusion

Donor lymphocyte infusion is one of the most frequently used adop-
tive immunotherapy approaches to treat patients with relapse of hema-
tologic malignancy after allo-HSCT. The DLI effect is mediated through
the immunologic antitumor activity of donor T cells and possibly NK
cells [25]. The efficacy of this approach is dependent upon the type of
disease [26] and the dose of infused CD3* lymphocytes [25].

Several reports have been published on use of DLI as treatment after
HSCT (Table 1), trying to determine the efficacy of such strategy [26-28].
These studies have shown that DLI was a potentially effective therapeu-
tic option for patients with a relapsed hematologic malignancy after
HSCT. Owing to increased relapse rates after T-cell depletion allo-
HSCT, several studies have examined the utility of prophylactic DLI
(pDLI) to minimize tumor recurrence (Table 1) [29-31]. Liga et al [29]
illustrated that patients with leukemias who received low-dose pDLI
after conditioning with alemtuzumab were at low risk for relapse; how-
ever, this approach was associated with a relatively high incidence of se-
vere GVHD. Wang et al [30] showed that a lower relapse rate and a
higher survival probability were achieved with patients who received
pDLI compared with patients who did not. The results suggested that
prophylaxis of relapse with use of pDLI may increase the survival of pa-
tients with advanced-stage acute leukemia even after HLA-mismatched
T cell-replete HSCT. Montero et al [31] emphasized the importance of
cGVHD for sustaining a GVL effect after allo-HSCT and showed that it
was possible to design protocols that minimize morbidity and mortality
from GVHD. One way to overcome these problems was linked to the
possibility of selecting leukocyte subpopulations with an effective GVL
effect and reduced or absent GVHD [32].

Tumor-Specific CTLs

The GVL response lacks specificity resulting in GVHD. Therefore, con-
siderable effort has been made to identify target antigens capable of in-
ducing T-cell responses directed against tumor cells. These antigens fall
into 2 categories: minor histocompatibility antigens (mHAgs) expressed
by leukemia progenitors and tumor-associated antigens (TAAs)
representing diverse proteins over expressed by the leukemia [33].

Minor Histocompatibility Antigen-Specific CTLs

A subset of mHAgs is expressed on recipient hematopoietic cells, in-
cluding leukemic stem cells, but not on tissues affected by GVHD [34].
Marijt et al [35] reported clinical data on 3 mHAg histocompatibility
antigens (HA)-1- and/or HA-2-positive patients with a relapse of
their disease (2 chronic myeloid leukemias [CMLs] and 1 multiple mye-
loma) after allo-HSCT with DLI from their mHAg HA-1- and/or HA-2-
negative donors. Strikingly, all 3 patients achieved complete remissions
(CRs) subsequent to the emergence of HA-1- and HA-2-specific CDS ™ T
cells 5 to 7 weeks after DLI. Four years later, they presented the results of
a phase I/l feasibility study assessing the logistics of generating
leukemia-reactive CTL lines under Good Manufacturing Practices condi-
tions and the potential toxicity and efficacy after administration to pa-
tients with relapsed leukemia after allo-HSCT. The CTL lines have
shown moderate to high cytotoxic activity against original recipient leu-
kemic cells in vitro. Eight patients with a relapse received from 1 to 7
CTL lines. One patient entered a CR after CTL infusion only; 1 entered a
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Table 1
Published reports on use of DLI as prophylaxis or treatment after HSCT
Reference/follow-up No. Diseases Donor Cell dose (x10°) aGVHD cGVHD Response/ [N PFS/LFS  TRM
after DLI source (N) cellsare CD3" T grade II-IV relapse
cells unless noted
(N)
Huang et al 2007 12 AML ALL,CML  MRD 7-439/kg 6/12 7/12 tDLI NR 1y:60% NR
[26]/1118 d 8/12 2y: 40%
Huff et al 2006 [27]/CML, 83 CML, MM, AML, MRD CML: 10/kg 29/83 27/83 tDLI CMLCPat2 NR 22/83
857 d; other, 383 d MDS, ALL, HL, MM, MDS: 50/kg ORR:37/83  y:16/17
NHL AML/ALL, HL, NHL: Others at
100/kg dose 1y:9/66
escalation permitted
Michallet et al 2005 30 CML, MM, AML, MRD BDR: 10-264/kg 4/30 3/30 tDLI At3y NR NR
[28]/58 mo MDS, ALL, NHL ~ URD (n=10) ORR: 18/30  CML: 80%
ESD: 1-300/kg Other: 48%
(n=20)
Liga et al 2013 15 AML, ALL Related/ Median 3/15(20%)  3/15(20%) pDLI, no 87% 4+ 9% 72% + 27%
[29]/575d unrelated dose: 2/kg relapse 12%
PBSC
Wang et al 2012 61 AML, ALL HLA- Median 41.9% + 45.4% + pDLI 30.5% 22% 38%
[30]/248 d mismatched dose: 57/kg 30.5% 7.0% 35.7% + 7.7%
PBSC
Montero et al 2006 138 AML, ALL, Related 10/kg 53/138 71/116 pDLI 58% +£5% 46% + 5% 20% +
[31]/47 mo CML MDS marrow TCD (38%) (61%) 20% 4 5% 4%

Abbreviations: BDR, bulk dosing regimen; CP, chronic phase; ESD, escalated dosing regimen; HL, Hodgkin lymphoma; LFS, leukemia-free survival; MM, multiple myeloma; NHL, non-
Hodgkin lymphoma; No., number of patients; NR, not reported; ORR, objective response rate; OS, overall survival; PBSC, peripheral blood stem cell; PFS, progression-free survival; TCD,
T cell depleted; tDLI, therapeutic DLI; TRM, treatment-related mortality; URD, unrelated donor.

CR after combined CTL infusion and DLI; 2 patients had temporarily sta-
ble disease; and in 4 patients, no response was observed [36].

Because mHAgs are also expressed on normal tissues, the suitability
of this approach can be questioned. Warren et al [34] showed that a pul-
monary toxicity of CTL infusion was seen in 3 of the 7 patients treated
for recurrent leukemia after major histocompatibility complex
(MHC)-matched allo-HSCT. This toxicity was severe in 1 patient and
correlated with the level of expression of the mHAg-encoding genes in
lung tissue. However, adoptively transferred CTLs persisted in the
blood up to 21 days after infusion, and 5 patients achieved complete
but transient remissions after therapy. It is also important to note that
3 patients require a treatment of GVHD suggesting that enhancing the
GVL effect is not sufficient to avoid the development of GVHD.

Tumor-Associated Antigen-Specific CTLs

A number of TAA are known to be widely expressed by myeloid leu-
kemias: Wilms tumor gene 1 (WT1), proteinase 3, human neutrophil
elastase, melanoma-associated antigen A3, and preferentially expressed
antigen in melanoma. The WTT1 protein has been the TAA most exten-
sively characterized. Wilms tumor gene 1 is overexpressed in various
hematologic malignancies, including up to 70% of patients with acute
myeloid leukemia (AML), acute lymphoblastic leukemia (ALL), CML,
and myelodysplastic syndrome (MDS) [37]. A high level of WT1 expres-
sion by leukemic blasts in AML is associated with poor response to che-
motherapy, greater risk of relapse, and reduced probability of extended
disease-free survival [38]. Wilms tumor gene 1-specific CD8™ T lym-
phocytes can distinguish overexpressing targets from normal cells and
have been demonstrated to inhibit the growth of and to lyse leukemic
but not normal CD34™* cells [39]. It was reported that CD8 ™ T-cell re-
sponses against WT1 occurred in patients after HSCT and was associated
with a reduction in malignant cells load and risk of relapse [37], and the
median frequency of WT1-specific CTL (1.38%) in patients with molecu-
lar remission was significantly higher than that in those without molec-
ular remission (0.38%) on day 30 after allo-HSCT [38].

Although the emergence of WT1-specific CTL has been correlated
with better relapse-free survival after allo-HSCT, Chapuis et al [39] ex-
amined the potential to achieve a selective antileukemic effect by adop-
tive transfer of homogenous WT1-specific CD8* CTL clones. HLA
A*0201-restricted WT1-specific donor-derived CD8* CTL clones were
administered post-HSCT to 11 relapsed or high-risk leukemia patients

without any evidence of on-target toxicity. The last 4 treated patients
received CTL clones generated with exposure to interleukin 21 (IL-21)
as a means to prolong in vivo CTL survival, as IL-21 can limit terminal
differentiation of antigen-specific T cells generated in vitro. Transferred
cells exhibited direct evidence of antileukemic activity in 2 patients: a
transient response in 1 patient with advanced progressive disease and
the induction of a prolonged remission in a patient with MRD. In addi-
tion, 3 treated patients at high risk for relapse post-HSCT survived with-
out leukemia relapse, GVHD, or additional antileukemic treatment.
Another interesting point of this study is that the authors provided
data about the in vivo survival of CTL. All remained detectable in the
long term and maintained/acquired in vivo phenotypic and functional
characteristics associated with long-lived memory CD8 ™ T cells.

The results of these studies illustrated the potential to selectively en-
hance GVL activity by the adoptive transfer of antigen-specific CTLs after
allo-HSCT, and strategies to activate and/or expand CTLs for adoptive in-
fusion are summarized in Table 2.

v6 T Cells

¥6 T cells are lymphocytes capable of recognizing their targets in an
MHC-independent manner through activating receptors (among
others, y6 TCR, NKG2D, TLRs, and DNAM-1) [49]. These cells display a
preactivated phenotype that allows rapid cytokine production (interfer-
on vy and tumor necrosis factor a) and strong cytotoxic response upon
activation [50,51].

Lamb et al [52] first reported a role of that yo T cells in the protection
against disease relapse after allo-HSCT for ALL or AML. Patients who re-
ceived an a3 T cell-depleted bone marrow grafts subsequently devel-
oped spontaneous increases in y5 T-cell numbers during the first year
after HSCT. These patients were found to have a significant improve-
ment in disease-free survival when compared with similar-risk patients.
It was interesting to note that the absolute increase in y6 T cells
persisted in surviving patients for up to several years after
transplantation.

Godder et al [53] confirmed these results in an 8-year follow-up
study, although another method to deplete o3 T cells was used. All pa-
tients received a partially T cell-depleted graft using T10B9 (n = 46) or
OKT3 (n = 107).y5 T cells levels were collected prospectively in 153 pa-
tients (77 ALL; 76 AML) undergoing partially mismatched related donor



Y. Xiong et al. / Transfusion Medicine Reviews 29 (2015) 259-267 263

Table 2
Methods to isolate, activate, and expand cells for adoptive immunotherapies after HSCT

Cells References Starting population Method Culture conditions Culture time
mHAg CTLs ~ Marijt et al 2003 [35] Donor PBMCs Direct stimulation of PBMC Iscove's Modified Dulbecco <1d
with peptide, tetramer selection Medium, 10% human serum,
allogeneic feeder cells,
phytohemagglutinin, IL-2
mHAg CTLs ~ Marijt et al 2007 [36] Donor PBMCs Direct stimulation of PBMC with peptide IMDM supplemented with 10% 3-4 wk
donor heparin plasma, irradiated
leukemic antigen-presenting cells,
IL-2
mHAg CTLs ~ Warren et al 2010 [34] Recipient posttransplantation Stimulation of PBMCs with irradiated RPMI 1640 medium, L-glutamine, 10-12 wk
PBMCs recipient pretransplantation PBMCs HEPES buffer, 1% penicillin/
and irradiated recipient-derived EBV-LCL streptomycin, 2-mercaptoethanol,
10% heat-inactivated human AB
serum, IL-2
TAA CTLs Chapuis et al 2013 [38]  Donor PBMCs Bead-selected CD8™ T cells were - 7-10d
stimulated autologous DCs and peptide
CIK Introna et al 2007 [40] Donor leukapheresis samples Culture with rhIFNy, OKT3 antibody, rhIL-2 ~ X-VIVO serum-free medium, 20-26d
glutamine, gentamicin
CIK Introna et al 2010 [41] Mononuclear cells from Culture with rhIFNy, OKT3 antibody, rhIL-2 ~ X-VIVO 15 serum-free medium, 21-28d
UCB bag washouts glutamine, gentamicin
CIK Laport et al 2011 [42] Donor leukapheresis samples Culture with rhIFNy, OKT3 antibody, rhIL-2 ~ Aim-V medium, autologous 21-28d
(donor) heat-inactivated plasma
CIK Linn et al 2012 [43] Donor PBMCs Culture with rhIFNy, OKT3 antibody, rhIL-2 ~ RPMI, 10% FCS 28+ 1d
NK Koehla et al 2004 [44] Unstimulated leukaphereses Two CD3* depletion steps by CD3 X-VIVO 10 media, 10% inactivated 10-14d
Brehm et al 2011 [45] MicroBeads with ensuing CD56 AB fresh frozen plasma, rhIL-2
Stern et al 2013 [46] selection by CD56 MicroBeads
NK Yoon et al 2010 [47] Donor CD34™* progenitor cells  Culture with human stem cell factor, Myelocult complete medium, 42d
human fms-related tyrosine human IL-15, human IL-21,
kinase 3 ligand, human IL-7 hydrocortisone
NK Rizzieri et al 2010 [48] Unstimulated leukaphereses Using a CD56 antibody - Fresh

Abbreviations: AB, albumin; DC, dendritic cells; IL, interleukin; PBMC, peripheral blood mononucleated cell; rhIFN7y, recombinant human interferon vy; rhiL-2, recombinant human IL-2.

allo-HSCT. Five-year leukemia-free survival and overall survival of pa-
tients with increased y6 T cells compared to those with normal/de-
creased numbers were 54.4% vs 19.1% (P <.0003) and 70.8% vs 19.6%
(P<.0001), respectively, with no difference in GVHD. In a Cox multivar-
iate analysis, normal/decreased y5 T cells were associated with inferior
leukemia-free survival.

Although there were clinical trials on successful adoptive transfer of
v6 T cells for patients with advanced refractory hematologic malignan-
cies (non-Hodgkin lymphoma, AML, and multiple myeloma) who were
not eligible for allogeneic transplantation [54,55], we envision that it
will eventually become possible to specifically transfer tumor-reactive
donor-derived y6 T cells as part of the transplantation strategy for the
treatment of a variety of hematologic malignancies in the setting of
allo-HSCT.

Cytokine-Induced Killer Cells

Cytokine-induced killer cells are cytotoxic effector T cells that are
readily expandable and express in addition to the T-cell marker, CD3,
markers typically associated with NK cells such as CD56 and NKG2D
[42]. Because of the very strong non-HLA-restricted NK-like cytotoxicity
of CIK cells and, more importantly, based on the preclinical observations
that CIK cells almost completely lack GVHD activity in allogeneic set-
tings, investigators suggested that donor-derived CIK cells can be ad-
ministered to lymphoma/leukemia patients who relapsed after allo-
HSCT [43].

Two phase I clinical trials on the use of CIK cells in allogeneic context
for hematologic malignancies were performed by Introna et al [40,41].
In the first study, 11 patients with hematologic malignancies who had
relapsed after sibling (n = 6) or matched unrelated donor (n =
5) HSCT received at least 1 to 7 CIK cells infusion. Cytokine-induced kill-
er cells were generated after 22 days of in vitro expansion. Grade I and II
aGVHDs were observed in 4 patients 30 days after the last CIK cell infu-
sion, and these progressed into extensive cGVHD in 2 cases. Disease pro-
gression and death occurred in 6 patients. Then, the same group focused
their attention on patients with aggressive acute leukemias, who had

relapsed after cord blood transplantation, and demonstrated the feasi-
bility of producing CIK cells by ex vivo cell expansion using as starting
material the washouts of the cord blood unit bags. Using this protocol,
they did not observe any acute or delayed adverse event and observed
1 partial response in 1 patient, concomitantly with the development
of grade Il aGVHD. These observations have shown the relatively low
toxicity of cord blood-derived CIK cells and, more importantly, the fea-
sibility of this immunotherapy program for patients who could not oth-
erwise benefit from DLL

In another phase I clinical trial to evaluate the feasibility and safety of
allogeneic CIK cells, 18 patients who had relapsed after allo-HSCT from a
matched sibling donor received CIK cell infusions at escalating doses.
Grade I to Il aGVHD was seen in 2 patients, and 1 patient had limited
cGVHD. After a median follow-up of 20 months (range, 1-69 months)
from CIK infusion, the median overall survival was 28 months, and the
median event-free survival was 4 months. All deaths were due to re-
lapsed disease; however, 5 patients had longer remissions after infusion
of CIK cells than from allo-HSCT to relapse [42].

These results have been confirmed in a more recent experience,
where 24 patients with hematologic malignancies who relapsed after
allo-HSCT (15 from sibling, 9 from unrelated donors) were enrolled to
receive allogeneic CIK cells. Of 16 treated patients, no response was
seen in 6 of them. Five were not evaluable. Five patients showed an an-
titumor activity of CIK cells. Interestingly, 2 of the responders had a re-
sponse sustained for more than 2 years. Graft-versus-host disease
occurred in 3 and was easily treatable [43].

These phase I clinical studies suggested that CIK was a promising and
safe modality for treating hematologic malignancies relapse after allo-
HSCT. Multicenter phase II clinical trials are now warranted to further
establish the validity of this therapeutic approach and optimize the
CIK treatment protocol. This therapy should be further improved
through increasing the specificity of CIK cells via immunologic and ge-
netic engineering approaches and identifying robust predictive bio-
markers for patient stratification. In addition, we believe that
combining chemotherapy, radiotherapy, or other immunotherapy ap-
proaches with CIK will further improve cancer therapy and prolong
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survival of cancer patients. Furthermore, the preemptive use of CIK cells
to treat a cytogenetic or molecular relapse also seems rational. Deter-
mining the effectiveness of this strategy will certainly be a major aim
of a future clinical study with CIK cells.

The strategies to activate and/or expand CIK cells for adoptive infu-
sion are summarized in Table 2.

Natural Killer Cells

Natural killer cells, defined as CD3~CD56 lymphocytes, are distin-
guished as CD56"8" and CD56%™ subsets. CD564™CD16 ™ NK cells are
fully mature, make up approximately 90% of the NK cells in peripheral
blood, and predominantly mediate cytotoxicity response. In contrast,
CD56""#"CD16~ NK cells are more immature, make up approximately
5% to 15% of total NK cells, and have been considered primarily as cyto-
kine producers [56]. Natural killer cells rapidly kill certain target cells
without prior immunization or MHC restriction, whose activation is de-
pendent on the balance between inhibitory and activating signals from
invariant receptors [57]. This leads to 3 immediate linked thoughts:
first, that it is logical that this cell be harnessed for antitumor properties;
second, that this cell type might prevent T cell-mediated GVHD through
killing of recipient-type dendritic cells that initiate GVHD by presenting
host alloantigens to donor T cells; and third, that some tumor cells avoid
recognition by CTL by down-regulating their expression of MHC-I, but
these escape mutants consequently become targets for NK cells because
they lack the inhibitory receptor ligands.

In the last years, several groups explored possible approaches of
adoptive immunotherapy based on the infusion of either selected or
ex vivo activated/expanded NK cells post-HSCT mainly in a
haploidentical setting [58]. To provide a greater number of NK cells
with a differentiated activated phenotype for adoptive immunotherapy,
some authors described cytokine-based methods useful for clinical scale
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NK cell production [59,60]. To date, 5 different clinical trials addressed
this issue (see Tables 2 and 3 for details) [44-48]. Rizzieri et al [48] pre-
sented CD56 enrichment procedure obtaining a mixture out of
CD567CD3 ™~ NK and CD56~CD3 ™" T cells. However, clinical application
of mixed populations in an allogeneic setting seemed critical, as it may
not be possible to determine the cell population responsible for adverse
events related to immunotherapy. Therefore, Koehla et al [44] and other
investigators [44-46] used a Good Manufacturing Practices—compliant
system with 2 CD3 depletion steps and a final CD56 enrichment proce-
dure, which lead to a median purity of 95% CD56*CD3 ~ NK cells. In the
study of Yoon et al [47], donor NK cells were generated from the CD34 ™
cells by ex vivo cell culture over a 6-week period; such a process re-
quires substantial workforce and laboratory facilities. Till now, very lit-
tle is known about the effects of NK cell administration post-HSCT.
These 5 heterogeneous small patient cohorts provide first insights on
the distinct influence of NK cells infusions; further large patient studies
are needed to determine the optimal dose and timing of NK cell immu-
notherapy for antileukemia activity, for activation and expansion of NK
cells, and for hastening immune recovery.

Altogether, the 5 studies mentioned above demonstrated that the in-
fusion of allogeneic NK cells after HSCT, either immediately after collec-
tion or after ex vivo activation, was largely safe with a very low or no
incidence of GVHD. Although some responses were encouraging, the
real clinical benefit of this procedure, however, remains to be definitive-
ly proven with larger cohort of patients. The results of ongoing clinical
trials will also provide information about the efficacy of this therapy.

Cross-Talk Between Tregs and NK Cells After HSCT
Because of rapid recovery of NK cells early after HSCT and their abil-

ity to kill malignant targets, they have been considered as one of the
main effector cells that mediate early GVL reactions. Regulatory T cells

Table 3
Results of studies addressing NK adoptive immunotherapy after HSCT
Reference Approach Disease Source Dose Results
of NK cells
Koehla et al 2004 [44]  Infusion of IL-2- activated NK cells 2 ALL, 1 AML Donors HSC NK cells were infused at a Well tolerated without GVHD or
on days + 1 or + 2 post-HSCT, median dose of 16.15 x 106  other adverse events. The AML
followed by additional cells/kg patient died of early relapse on
administration every 4-6 wk after day + 80, whereas the ALL
HLA-mismatched HSCT patients died of thrombotic-
thrombocytopenic purpura and
atypical viral pneumonia on days
+45 and + 152, respectively.
Yoon et al 2010 [47] Infusion of IL-15/21-activated NK  Acute leukemias, MDS Donors HSC Infusion at a median dose of Primary end point was feasibility
cells (generated from CD34" 9.28 x 10° cells/kg (no toxicity was reported;
donor cells) after HLA- low-grade aGVHD and cGVHD
mismatched HSCT appeared), 4 of 14 (28%)
alive and well
Rizzieri et al 2010 [48] 8 wk after a 3-6/6 HLA-matched T Fludarabine-based T cell- ~ Donors HSC The median number of 1 patient each in the matched
cell-depleted NMA allogeneic depleted NMA allogeneic CD37CD56™ NK cells (n = 14) or mismatched
transplant, donor NK cell- transplant regimen with infused was 10.6 x 10° (n = 16) setting experienced
enriched DLIs were processed alemtuzumab. cells/kg in the matched severe aGVHD with little other
using a CD56™" selecting with up setting and 9.21 x 10° cells/ infusion toxicity. Long-term
to 3 fresh infusions allowed. kg in the mismatched responders with multiple NK
setting. cell-enriched infusions and
improved T-cell phenotypic
recovery had improved duration
of responses and overall survival.
Brehm et al 2011 [45]  Infusion of fresh and/or ex vivo High-risk leukemia or Donors HSC The median number of Transfer of activated NK cells
IL-2 activated NK cells on tumors underwent fresh and ex vivo IL-2- translated into significantly
day + 3, +40 and + 100 after haploidentical HSCT activated NK cells infused increased levels of various
haploidentical HSCT was 14.1 x 10° cells/kg and ~ cytokines/chemokines (ie, [FN-y,
15.0 x 10° cells/kg, IL-6, MIP-1B) in patients' PB. In
respectively. contrast, fresh NK cells did not
cause any of the observed effects.
Stern et al 2013 [46] Infusion of positively selected NK  High-risk leukemia or Donors HSC 1-3 infusions of positively 4 (25%) of 16 alive and well

cells after haploidentical HSCT highly malignant solid

tumors

selected NK cells at a
median dose of 1.21 x 107
cells/kg

Abbreviations: IFN, interferon; MIP, macrophage inflammatory protein; NMA, nonmyeloablative; PB, peripheral blood.
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Fig 2. Hypothesis of the effects of Tregs on NK cells in HSCT. @ Transforming growth factor 3 can promote the differentiation of myeloid progenitors rather than lymphoid progenitors,
which could potentially affect NK cell differentiation. @ Transforming growth factor 3, through SMAD4, may have an effect on NK cell differentiation. @ Transforming growth factor
B diminishes the expression of NKG2D, the NK cell-activating receptor, which leads to reduced NK cell cytotoxicity toward targets. CLP, common lymphoid progenitor; MLP, myeloid
progenitor; NKP, natural killer progenitor; iNK, immature natural killer; mNK, mature natural killer.

are quite beneficial in protecting from GVHD, but they may also impair
NK cell-mediated GVL [61,62]. Several authors have proposed that the
inhibition of NK cells by Tregs is mediated by transforming growth fac-
tor 3 (TGF-B) [63-66]. Actually, different models have shown that TGF-
B1 affects NK cell differentiation and maturation (1) by promoting my-
eloid hematopoietic stem cell (HSC) rather than lymphoid HSC differen-
tiation in transplanted mice and (2) by leading to an overexpression of
SMAD4, a protein involved in the signaling cascade of TGF-f3, in HSC,
with a down-regulation of the transcription factor PU.1 involved in NK
cell differentiation and maturation [67-69]. This suggested that TGF-
B-mediated Tregs may be one of the factors responsible for NK cell im-
maturity. In addition, some investigators suggested that TGF-3 dimin-
ishes the expression of NKG2D, the NK cell-activating receptor, which
leads to reduced NK cell cytotoxicity toward targets (Fig 2) [63,64,70].
Although murine experiments and human in vitro studies supported
the assertion that Tregs antagonize NK cell responses, early clinical
studies have not shown a detrimental impact of Tregs therapy on re-
lapse. However, taking into account of all the studies published on the
effects of Tregs of NK cells, it seems obvious that Tregs and NK infusions
should be performed at different time frame.

Conclusion and Future Directions

Donor alloreactive T cell-mediated GVHD and relapse of the underly-
ing malignant disease are still the major reasons for early and late mortal-
ity after HSCT. Although tremendous progress has been achieved in the
last decade, elimination of alloreactive T cells and preserving tumor-
and pathogen-specific immunity will still be a major task to further im-
prove the outcome after HSCT. Genetic reprogramming of Tregs [71,72]
or engineered T-cell receptors that redirect Tregs specificity [73] could
improve Tregs potency. Creating either bispecific or trispecific killer
engagers to redirect NK or CIK cytotoxicity toward tumor cells [74-76]
or redirecting NK, CIK, CTLs, and y6 T cells toward tumor targets through
a chimeric antigen receptor can effectively increase these cell reactivities
and specificities of recognitions [77-81]. Third party-derived T-cell infu-
sion is being currently investigated as potential solution to overcome
the availability limitation; other solutions (eg, rapid T-cell generation,
simplify and shorten CTL production) should also continue to be tested
to further broaden the application of this approach [82].

Despite recent developments in enhancing the specificity of adop-
tive immunotherapies, unanswered questions remain: how to define
the appropriate cell dose for optimal therapeutic response and minimal
toxicity? What is the best schedule to infuse these cells? Should these be

infused as a preemptive or a curative therapeutic dose? Future clinical
trials will need to address these questions.
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Abstract: Leukemia, one of the most aggressive hematopoietic malignancies, is characterized
by excessive proliferation, survival, and impaired differentiation of hematopoietic stem cells.
Interleukin 15, a proinflammatory cytokine, induces proliferation and promotes cell survival
of human T and B lymphocytes, as well as natural killer cells. However, it may also play a
detrimental role in the onset of leukemia. This review provided an overview of the aberrant
expression of Interleukin 15 and its role in the development and progression of this hematologi-
cal malignancy. Also, we critically explored the potential therapeutic opportunities involved
in targeting the disruption of interleukin-15 signaling as well as in interleukin-15-mediated
enhancement of antitumor immunity.

Keywords: leukemia, interleukin-15, immunotherapy

Leukemia

Leukemia is a complex and heterogeneous group of diseases and is characterized
as the abnormal proliferation of immature cells of the hematopoietic system. The
most widely accepted classification system is the World Health Organization system,
which encompasses etiologic, morphologic, immunophenotypic, clinical, genetic,
and molecular features and incorporates scientific and clinical information to refine
diagnostic criteria. Among the most common forms of leukemia are two acute vari-
ants, acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia (AML), and
two chronic variants, chronic myeloid leukemia (CML) and chronic lymphoblastic
leukemia (CLL).!

Current treatment options and patient outcomes

AML is characterized by the inhibition of differentiation and the subsequent accu-
mulation of hematopoietic stem cells at various stages of incomplete maturation, and
by reduced production of healthy hematopoietic elements.> AML is a heterogeneous
disease that can be classified in as many as seven subtypes.? These subtypes are char-
acterized by a variety of cytogenetic and cell surface markers. The standard treatment
for AML is induction chemotherapy with an anthracycline/cytarabine combination,
followed by either consolidation chemotherapy (commonly high-dose cytarabine)
or allogeneic stem cell transplantation, depending on the patient’s ability to tolerate
intensive treatment and the likelihood of cure with chemotherapy alone.* The goal of
induction chemotherapy is to achieve complete remission (CR). Once this is achieved,
consolidation is given to maintain the remission.’ The duration of initial CR,° and cyto-
genetics and molecular studies in AML,” together with antecedent of myelodysplasic
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syndrome, multidrug resistance, or other medical comorbidi-
ties® provide important prognostic information.’

ALL, the most common form of cancer in children, is a
clonal stem cell malignancy of excessive B- or T-lymphoblast
proliferation.’ The genetics of ALL are quite complex and
are comprised of a variety of chromosome fusions, which
can be used to distinguish different subtypes of the disease.
Treatment for ALL is categorized broadly as induction
phase, consolidation therapy, maintenance therapy, central
nervous system (CNS) prophylaxis, and allogeneic stem
cell transplantation. The goal of induction therapy is to
achieve CR. Standard therapy will achieve CR in 80%—-90%
of patients.’

CML is characterized by a balanced genetic translocation,
t(9;22) (q34; q11.2), involving a fusion of the ABL oncogene
from chromosome 9q34 with the BCR gene on chromosome
22q11.2. This rearrangement is known as the Philadelphia
chromosome. This translocation results in expression of the
constitutively active protein tyrosine kinase BCR-ABL."° The
current standard of care for CML is tyrosine kinase inhibi-
tor (TKI) therapy, a very specific inhibitor of the BCR-ABL
fusion protein. Imatinib, a TKI, has revolutionized the treat-
ment of CML by transforming it from an invariably fatal
disease to a chronic but manageable condition. Treatment
with imatinib results in a 5-year progression-free survival
rate of approximately 89%.!! Resistance to imatinib occurs
in certain cases, usually through mutations in the imatinib
binding site on BCR-ABL, hence, second generation TKIs
(dasatinib and nilotinib) were introduced to the pharmaco-
logical armamentarium, successfully rescuing about 50% of
imatinib-resistant patients.'?

CLL, the most common type of adult leukemia, is
characterized by the accumulation of mature CD5" B cells
in the peripheral blood and lymphoid organs. As in the
leukemias described above, chromosomal aberrations and
gene mutations are common in CLL. Over the past decades,
there has been a transition from single-agent alkylator-based
therapies to nucleoside analogues, combinations of both
alkylators and nucleoside analogues, and most recently,
chemoimmunotherapy. CR rates have improved from 7%
to a maximum of 70%.'413

IL-15

IL-15 was codiscovered in 1994 by two independent groups
while studying the human T cell lymphotrophic virus-1
(HTLV-1)-infected T-cell line, HUT102, in the absence
of IL-2!¢ and its ability to stimulate proliferation of the
IL-2-dependent CTLL-2T cell line in the presence of neutral-
izing anti-IL-2 antibodies."” IL-15 is a member of the four

a-helix bundle and shares receptor signaling components
(IL-2/15 receptor [R]By) with IL-2; as a result, the two
cytokines have similar biologic properties in vitro. However,
specificity for IL-15 versus IL-2 is provided by unique private
o-chain receptors that complete the IL-15Rofyand IL-2Rof3y
heterotrimeric high-affinity receptor complexes.'®

IL-15 is a 14-15 kDa glycoprotein encoded by a 34 kb
region on human chromosome 4q31 and the central region
of mouse chromosome 8.!° There are two isoforms of IL-15
messenger(m)RNA that differ in their signal peptides lengths,
containing either a short signal peptide or long signal peptide
(Figure 1). Both isoforms produce the same mature protein;
however, they each have distinct intracellular trafficking,
localization, and secretion patterns. The IL-15 long signal
peptide is located to the Golgi apparatus, early endosomes,
and the endoplasmic reticulum and is often secreted from the
cell as a soluble protein. The IL-15 short signal peptide is
restricted to the cytoplasm and nucleus and may play a role
in its transcriptional regulation.?

Although IL-15 mRNA can be found in many tissues
and cells, including fibroblasts, muscle cells, keratinocytes,
kidney cells, lymphocytes, mast cells, and tumor cells,?!
it is produced as a mature protein mainly by dendritic
cells (DCs), monocytes, macrophages, and stromal cells.?
Translationally inactive IL-15 mRNA is stored in the cell,
ready to be rapidly translated upon specific signals.”> The
prevailing mechanism of IL-15 action seems to be trans-
presentation (juxtacrine signaling) (Figure 1), although it
also includes intracrine, autocrine, paracrine, and endocrine
signaling.? IL-15 is also capable of efficiently signaling in
cis through IL-15 Rov and IL2RB/yc expressed on the surface
of a single cell.

Once IL-15 is secreted out of the cell, it binds to IL-15Ro
and is presented to IL-2RBy complexes expressed on nearby
effector cells, leading to a series of signaling events. These
include activation of the JAK/STAT proteins for cellular
activation.? Binding of IL-15 to the IL-2/15RPyheterodimer
induces JAK1 activation that subsequently phosphorylates
STAT3 via the -chain and JAK3/STATS activation via its
Y-chain (Figure 1).>* Additional signaling pathways involve
the recruitment of Shc to a phosphorylated site on the
IL-2/15Rf chain, followed by activation of Grb2. From there,
Grb2 can proceed down the PI3K-Akt signaling pathway
or can bind the guanine nucleotide exchange factor SOS
to activate the RAS-RAF-MAPK signaling pathway.?>
Collectively, these signaling mechanisms induce expression
and activation of downstream effector molecules, such as
proto-oncogenes c-Myc, c-Fos, and c-Jun, and antiapoptotic
protein Bcl-2 for cellular proliferation.”
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made up of nine exons and eight introns, of which four exons code for the mature

protein. Long signal peptide is located to the Golgi apparatus, early endosomes, and the endoplasmic reticulum and is often secreted from the cell as a soluble protein,
whereas short signal peptide is restricted to the cytoplasm and nucleus. IL-15Ra. can transpresent IL-15 to IL-2RB/yc* NK cells or T-cells through cell contact. The
possibility of cis-presentation by a IL-15R0/IL-15 membrane complex to an IL-2RB/yc heterodimer on the same cell is shown. NK cell or T-cell activation can induce JAK/
STAT activation. The phosphorylated STAT proteins form then a heterodimer and traffick to the nucleus, activating transcription factors which contribute to cell survival.
Therapeutic interventions for targeting IL-15 include: proteasomal inhibitors, anti-IL-15 receptor antibody, and pharmacologic inhibitors.

Abbreviations: IL, interleukin; mRNA, messenger RNA.

IL-15 plays an important role in the development,
homeostasis, and function of memory CD8" T cells, natural
killer (NK) cells, NKT cells, and intestinal intraepithelial
T cells.?®* This cytokine induces proliferation of naive CD8*
and memory CD4" and CD8" T cells, promoting develop-
ment of the primary response of effector CD8* T cells,* and
makes both CD4* and CD8* T cells resistant to the action of
regulatory T cells.* IL-15, which is itself produced by DCs,
participates in their activation, proliferation, and differen-
tiation,*? promoting expression of major histocompatibility
complex (MHC) class II, CD40, and CD80/86 molecules,™
and making them potent inducers of CD4" and CD8" T cell
responses.** More importantly, it inhibits IL-2-induced
activation-induced cell death.* The antiapoptotic effects of
IL-15 in granulocytes and lymphocytes are caused by its
regulatory actions on the expression of proteins of the Bcl-2
family and on the activity of NF-xB and caspases.’® IL-15
induces proliferation and promotes cell survival of human
T and B lymphocytes, and NK cells. However, it may also
play a role in certain leukemias: human lymphotropic virus
type-1 (HTLV-1)-associated adult T cell leukemia (ATL),

large granular lymphocyte (LGL) leukemia, ALL, AML,
B-cell CLL, and CML (Figure 1).

Role of IL-15 in leukemias

HTLV-I-associated ATL

Both IL-15 and IL-15Ra levels are elevated in ATL
patients.’”* Using an antibody towards IL-2/IL-15R, Azimi
et al’” demonstrated a role of this cytokine in the prolifera-
tion of peripheral mononuclear cells of infected patients.
In these patients, an elevation of IL-15 mRNA was also
detected. This phenomenon was also confirmed in another
study, where an increase of IL-15Ro, IL-15 mRNA and
protein level was detected in HTLV-1-associated diseases.
Furthermore, researchers observed that the viral protein Tax
was involved in the activation of IL-15Ra. These findings
suggest a role for IL-15Ra in the aberrant T cell prolifera-
tion observed in HTLV-I-associated diseases. Other studies
have observed that the mechanism of HLTV-1 oncogenesis
relies on a constitutive activation of the JAK/STAT pathway,
especially on an association between JAK1 and STAT3, two
molecules that are downstream to the IL-2/IL-15 receptor.®
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However, Chung et al observed that IL-13 mRNA was
highly expressed in HTLV-1-infected, IL-2-dependent T-cell
lines, but IL-4, IL-10, IL-2, or IL-15 mRNAs were either
below detection limits or did not correlate with HTLV-1
infection.*’ These conflicting results may rely on the fact
that they were performed on different biological samples.
Further studies on the role of IL-15 in ATL patients are
warranted to determine definitively whether IL-15 may
participate in the initiation, maintenance, or progression
of the disease.

LGL leukemia

LGL leukemia can arise from a CD3* T-cell lineage or from
a CD3~ NK-cell lineage, which can be classified into two
categories: NK LGL leukemia and chronic NK lymphocy-
tosis.*! In a study where they deciphered the role of IL-15
in LGL, Zambello et al demonstrated the presence of IL-15
on leukemic LGL blasts, suggested a role of IL-15 in the
pathogenesis of this disease, and showed that IL-15 may
induce proliferation and cytotoxicity of LGL through the
B and v chains shared with IL-2.** The study of Chen et al
showed increased expression of IL-15Ro in T-cell LGL
(T-LGL) leukemia and suggested that higher IL-15Rx
expression may lower the IL-15 response threshold in vivo
and therefore, may contribute to the pathogenesis of the
disease.* Chronic IL-15-mediated activation via the JAK/
STAT pathway, especially STAT3 and STATS, can be leukae-
mogenic.* Somatic mutations in the SH2 domain of STAT3
have been discovered at the frequency of 40% in T-LGL
leukemia and 30% in NK-LGL leukemia patients.**¢ Mishra
et al showed that excessive IL-15 initiates cancer through the
induction of Myc, Hdac-1, and NF-xBp65, which mediate
downregulation of microRNA (miR)-29b and consequent
overexpression of Dnmt3b, thereby hastening the onset
of LGL leukemia.”’” Hodge et al demonstrated that IL-15
alters expression of Bcl-2 family members and control of
Bid that potentially links this cytokine to leukemogenesis
through targeted proteasome degradation of Bid and offers
the possibility that proteasome inhibitors may aid in the
treatment of LGL leukemia.* Yu et al demonstrated T-LGL
leukemias in IL-15 transgenic mice that expressed NKp46;
NKp46-expression was the hallmark of a minute population
of wild-type NKT cells with higher activity and potency to
become leukemic.*® Taken together, all these studies showed
a role of IL-15 receptor and its signaling pathway in the
pathogenesis of LGL leukemia and suggest that these may
be useful targets in the treatment of patients with T-LGL or
NKT leukemia.

AML

Very few studies have been published about the putative role
of IL-15 in the development of the disease. Physiologically
low amounts of IL-15 can be secreted by bone marrow
stromal cells.* This suggests that in the pathological condi-
tion, IL-15 could play a juxtacrine role, together with other
factors, in promoting the survival and proliferation of IL-2R[3/
Y™ neoplastic clones in the bone marrow or lymph node
microenvironment. This is likely to occur more frequently
in IL-2RPB/y*" lymphoproliferative disorders;**! however, it
seems that only a fraction of AML express this receptor.”
Drexler et al showed that only a fraction (3/19) of a panel
of AML cell lines examined displayed responsiveness to
IL-15, although the possible involvement of IL-2RB/y was
not studied.” These results suggested that IL-15, produced by
bone marrow stromal cells, could be an antiapoptotic growth
factor for a particular subset of AML cells equipped with a
functional IL-2RpB/y complex.>*

ALL

A high expression of IL-15 correlates with CNS disease
in childhood ALL%%¢ and neurocognitive impairment.”’
Moreover, several IL-15 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have been associated with minimal residual
disease;>® five SNPs (rs10519612, rs10519613, rs35964658,
rs17007695, and rs17015014) located in the IL-15 locus
were associated with childhood ALL treatment response.*® In
adult ALL, the expression of /L-15 has also been correlated
with the immunophenotypes of ALL, therefore Lin et al
genotyped the five SNPs of the IL-15 gene by polymerase
chain reaction — restriction fragment length polymorphism
assays and observed a excess risk of developing ALL for
the rs10519612 CC and rs17007695 TC genotype carriers
in the adult Chinese population.®® Aly et al also observed a
higher risk of developing T-cell ALL forrs10519612 CC and
an increased risk of developing B-cell ALL for rs17007695
TC and rs17007695 CC genotype carriers in Egypt.*! These
results suggested that several IL-15 SNPs, which were
associated with minimal residual disease and correlated
with the immunophenotypes of ALL, may provide important
prognostic information in ALL patients.

CML

Autologous transplantation of stem cells could represent an
alternative treatment to allogeneic bone marrow transplanta-
tion for CML patients, in whom NK cells may constitute the
main cytolytic immune cells effect of mediating the graft-
versus-leukemia effect.®? Therefore, Carayol et al investigated
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NK cell differentiation of CD34* progenitors from CML
patients and found that CD34* cells from CML patients did not
proliferate nor differentiate in the presence of stem cell fac-
tor and IL-15. Furthermore, anti-IL-15 monoclonal antibody
(mAD) failed to induce the downregulation of the yc chain or
the disruption of its interaction with JAK3 in leukemic cells.
Therefore, in leukemic cells, the constitutive expression of the
Yc chain, as well as the continuous production of IL-15, would
explain the sustained proliferation of leukemic precursors
in vivo and their survival. As all the patients included in this
study were positive for BCR/ABL, the alteration of the IL-15
differentiation pathway could be an indirect consequence of
the BCR/ABL protein expression and its subsequent enhanced
tyrosine kinase activity.®® In this respect, BCR/ABL expres-
sion through NF-kB activation® may be involved in IL-15
transcription,® thus the IL-15 signaling pathway may play a
role in the development and progression of CML.

CLL

Purified CLL cells do not proliferate and tend to undergo
spontaneous apoptosis in vitro, suggesting that factors
inducing CLL cell survival and proliferation might be pres-
ent in the microenvironment of lymphoid organs or of the
bone marrow.®® Several cytokines, such as the TNF family
members BAFF and APRIL,*” the chemokine SDF-1,%8 IL-2,%°
and IL-15, stimulate CLL cell proliferation and/or survival
in vitro. Bernasconi et al demonstrated that IL-15 and CpG
oligonucleotides promote memory B-cell activation and
proliferation,”! and Park et al suggested that IL-15 plays an
important role in supporting germinal center B cell prolifera-
tion, proposing a new target for treatment of B cell tumors.”
Importantly, IL-15 has also been described as a growth
factor in non—germinal center—derived CLL mature B-cell
survival and proliferation, through a strong activation of both
STATS5 and ERK1/2 pathways.” Interestingly, the mitogenic
and antiapoptotic effects of IL-15 were enhanced when CLL
B cells were preactivated by CD40. Epron et al found that in
the presence of CD40L signaling, IL-15 essentially increased
B-cell proliferation.” These studies demonstrated that the
IL-15 signaling pathway plays a role in CLL cell survival
and proliferation and that the cooperation between IL-15
and CD40L increased CLL B cell growth.

Critical analysis of the potential

for targeting IL-15 in cancer

Therapeutic interventions of targeting IL-15 have been found
to include: proteasomal inhibitors,* anti-IL-15R antibodies
and pharmacologic inhibitors (Figure 1).7

IL-15 can lower the proapoptotic Bid protein in LGL
leukemia, which was shown to result from increased protea-
somal degradation, whereas the induction of Bid by the pro-
teasome inhibitor bortezomib increased leukemic cell death,
suggesting that proteasome inhibitors could be an effective
treatment option for this disease.* Furthermore, a formulation
of a proteasomal inhibitors provides long-term disease-free
survival in leukemic mice,* thus offering a new approach to
treating patients with aggressive LGL leukemia.

Another therapeutic approach targeting IL-15 in leukemias
has been the use of the anti-IL-15R mAb MikB1 to block the
presentation of IL-15 to the IL-2/IL-15Rp, thereby inhibiting
proliferation of IL-15-dependent leukemia cells (Table 1).”° A
Phase I clinical trial of IL-15 blockade in T-cell LGL leukemia
was conducted by Waldmann et al using the Hu-Mik[31 mAb that
blocks IL-15 transpresentation to cells expressing IL-2/IL-15R[3
and Yc (Table 1).”° However, Hu-MikB1 did not block IL-15
action on the cells that express the heterotrimeric receptor in a
cis orientation. In this trial, Hu-MikB 1 therapy was not effective
in the treatment of patients with monoclonal T-LGL.

Finally, Epling-Burnette et al demonstrated that STAT3
activation contributed to accumulation of the leukemic LGL
clones, as a variety of STAT3 inhibitors come forth to the
clinic, suggested that investigation could focus on STAT3
inhibitors in the treatment of LGL leukemia.”’

However, IL-15 can activate many immune antitumor
mechanisms and can be considered as a good candidate
for application in tumor therapy. The most important cells
engaged in IL-15 antitumor activity seem to be T-cells, in
particular CD8* T cytotoxic cells and NK cells.?

IL-15 increases the number of specific CD8 T cells in adop-
tive T-cell therapy,”® and in vitro assays have shown that treat-
ment of CML monocytes with IFN-o. and GM-CSF resulted
in the rapid generation of activated DCs expressing IL-15. An
additional activation/maturation step of these DCs can render
these cells fully capable of presenting CML-specific antigens
inducing tumor-specific CD8* effector cells, which represents
an important requisite for achieving an immune-mediated
control of tumor progression in CML patients.”8!

It had been proved that IL-15 increases NK cell cyto-
toxicity in an NKG2D-dependent fashion,®? which could be
dependent on the presence of the NKG2D ligand ULBP1 on
the tumor cell,* and that IL-15-expanded NK cells enhanced
their expression of KIR and NKG2D.% Furthermore, IL-15
may be used in NK cell expansion protocols, in combination
with SCE FLT3-L, and IL-21, to generate NK cells from
CD34* cells. This protocol was developed by Yoon et al to
expanded NK cells into AML or ALL patients shortly after
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Table I Clinical trials of targeting IL-15 in cancer

Clinical trial Trial type Agents Disease Effect of
IL-15

Phase | trial of IL-15 trans presentation blockade Cancer Anti-IL15 antibody LGL Harmful

using humanized Mikf-1 mAb in patients immunotherapy MikB-1 mAb

with T-cell LGL

Recombinant Interleukin-15 in Treating Patients Cancer IL-15 Melanoma, kidney cancer, Beneficial

With Advanced Melanoma, Kidney Cancer, immunotherapy non-small cell-lung cancer,

Non-Small Cell Lung Cancer, or Squamous Cell or squamous cell head and

Head and Neck Cancer NCT01727076 neck cancer

Use of IL-15 After Chemotherapy Cancer immunotherapy ~ Tumor-infiltrating Melanoma Beneficial

and Lymphocyte Transfer in Metastatic (adjuvant) lymphocytes, IL-15

Melanoma NCTO01369888

A Phase | Study of Intravenous Recombinant Cancer immunotherapy  IL-15 Melanoma or renal Beneficial

Human IL-15 in Adults With Refractory cell cancer

Metastatic Malignant Melanoma and Metastatic

Renal Cell Cancer NCT01021059

Continuous Infusion of rhiL-15 for Adults Cancer immunotherapy  IL-15 Carcinoma or lymphoma Beneficial

With Advanced Cancer NCTO01572493

Haploidentical Stem Cell Transplantation Cancer immunotherapy ~ HSCT, NK cells grown Pediatric solid tumors Beneficial

and IL-15 NK Cell Infusion for Pediatric in culture with IL-15

Refractory Solid Tumors NCT01337544 (ancillary agent)

IL-15 Super Agonist ALT-803 to Treat Relapse Cancer immunotherapy  IL-15 super agonist Relapse of hematologic Beneficial

Of Hematologic Malignancy After Allogeneic (after SCT) malignancy

SCT NCT01885897

NK White Blood Cells and Interleukin Cancer immunotherapy ~ NK cells, IL-15 Solid tumors, brain tumors,  Beneficial

in Children and Young Adults With Advanced sarcoma, Wilm’s tumor,

Solid Tumors NCT01875601 or rhabdomyosarcoma

Haploidentical Donor Natural Killer Cell Cancer immunotherapy ~ NK cells, IL-15 Acute myelogenous Beneficial

Infusion With IL-15 in Acute Myelogenous leukemia, myelodysplastic

Leukemia (AML) NCTO01385423 syndrome

A Phase | Study of the Clinical and Immunologic Cancer immunotherapy  IL-15 super agonist Melanoma Beneficial

Effects of ALT-803 in Patients With Advanced

Melanoma NCT 1946789

IL15 Dendritic Cell Vaccine for Patients Cancer vaccine Dendritic cells grown Melanoma Beneficial

With Resected Stage Ill (A, B or C) or Stage IV in culture with IL-15

Melanoma NCT 1189383 (ancillary agent)

A Study of Intravesical Bacillus Calmette-Guerin Cancer immunotherapy  IL-15 super agonist Bladder cancer Beneficial

(BCG) in Combination With ALT-803 in Patients

With BCG-naive Non-Muscle Invasive Bladder

Cancer NCT02138734

A Study of ALT-803 in Patients With Relapsed Cancer immunotherapy  IL-15 super agonist Multiple myeloma Beneficial

or Refractory Multiple Myeloma NCT02099539

Natural Killer Cells in Acute Leukemia Cancer immunotherapy ~ NK cells expanded with  Acute leukemia or Beneficial

and Myelodysplastic Syndrome NCT02123836

K562-mb15- 41BBL
(ancillary agent)

myelodysplastic syndrome

Abbreviations: HSCT, haploidentical stem cell transplantation; K562-mb|5-41BBL, irradiated K562 cell line modified to express membrane-bound IL-15 and 41BB ligand;
LGL, large granular lymphocyte leukemia; mAb, monoclonal antibody; NCT, National Clinical Trial; SCT, stem cell transplantation.

haploidentical stem cell transplantation. This feasibility study

showed no toxicity of the NK cell infusion.®

There are additional ways in which NK cells are important

for IL-15 antitumoral therapy. For instance, in vitro assays

have indicated that NK cells in the presence of IL-15 become

more efficacious mediators of ADCC against cultures of
B-lymphoma cells in the presence of the anti-CD20 mAb

rituximab.®
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The encouraging data of IL-15 immunotherapy in murine
models, together with its low toxicity in mice and primates,
has led to the design of clinical trials in cancer patients. The
first-in-human clinical trial of recombinant human IL-15
(rhIL-15) in patients with cancer, by Conlon et al, demon-
strated that IL-15 could be safely administered to patients
with metastatic malignancy. IL-15 administration markedly
altered homeostasis of NK cells and 5 cells in the blood.®
There were also other clinical trials initiated recently, as
shown in Table 1. Six of the trials use the rhIL-15 protein,
administered either alone or combined with the adminis-
tration of patient-derived tumor-infiltrating lymphocyte or
combined with NK cells. Three trials used IL-15 as an ex
vivo ancillary agent to enhance DC or NK cell expansion
and function when used for anticancer vaccination or immu-
notherapy. The remaining four trials aimed to determine the
safety and effectiveness of an IL-15 super agonist complex
(ALT-803) administered weekly for 4 or 6 consecutive weeks,
alone or mixed together with Calmette-Guerin bacillus.

Conclusion

The recent published data have highlighted the role of IL-15
and the aberrancies in its regulation in the development and
progression of leukemias. The better understanding of the
IL-15/IL-15R system has led to the identification of new
therapeutic targets, which will open the possibility for the
development of new drugs. However, IL-15’s ability to stimu-
late the development and activity of effector and memory
CDS8* T cells, and NK and NKT cells, which all contribute
significantly to the antitumor immune response, raises the
hope that this cytokine could become a valuable adjuvant in
antitumor immunotherapy.
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Immunomodulation of endothelial differentiated
mesenchymal stromal cells: impact on T and NK cells

Reine El Omar!2, Yu Xiong1’2’3, Gabriel Dostert!2, Huguette Louis?4, Monique Gentils'2, Patrick Menu!?2,

Jean-Frangois Stoltz>?, Emilie Velot"? and Véronique Deco

t1,2,3

Wharton’s jelly mesenchymal stromal cells (WJ-MSCs) are promising candidates for tissue engineering, as their
immunomodulatory activity allows them to escape immune recognition and to suppress several immune cell functions. To date,
however, few studies have investigated the effect of differentiation of the MSCs on this immunomodulation. To address this
question, we sought to determine the impact of differentiation toward endothelial cells on immunoregulation by WJ-MSCs.
Following differentiation, the endothelial-like cells (ELCs) were positive for CD31, vascular endothelial cadherin and vascular
endothelial growth factor receptor 2, and able to take up acetylated low-density lipoproteins. The expression of HLA-DR and
CD86, which contribute to MSCs immunoprivilege, was still weak after differentiation. We then co-cultured un- and
differentiated MSCs with immune cells, under conditions of both direct and indirect contact. The proliferation and phenotype of
the immune cells were analyzed and the mediators secreted by both ELCs and WJ-MSCs quantified. Interleukin (IL)-6, IL-1p,
prostaglandin E2 and in particular indoleamine-2,3-dioxygenase expression were upregulated in ELCs on stimulation by T and
NK cells, suggesting the possible involvement of these factors in allosuppression. ELCs co-cultured with T cells were able to
generate CD25* T cells, which were shown to be of the CD4*CD25*FoxP3* regulatory subset. Direct contact between NK cells
and ELCs or WJ-MSCs decreased the level of NK-activating receptor natural-killer group 2, member D. Moreover, direct co-
culturing with ELCs stimulates CD73 acquisition on NK cells, a mechanism which may induce adenosine secretion by the cells
and lead to an immunosuppressive function. Taken together, our results show that ELCs obtained following differentiation of

WJ-MSCs remain largely immunosuppressive.

Immunology and Cell Biology advance online publication, 24 November 2015; doi:10.1038/icb.2015.94

Vascular occlusion remains the leading cause of death in Western
countries, despite the availability of several treatments. Among the
most widespread is vascular surgery incorporating coronary artery
bypass, which requires biologically-responsive vascular substitutes. The
shortage of autologous grafts has spurred significant advances in
vascular tissue engineering over the last decade. In this context,
autologous cells are considered the engineering gold standard, as they
are not associated with the immunological and ethical issues of allo- or
xenogenic cells. However, autologous cells such as mature endothelial
cells (ECs) and smooth muscle cells are inherently heterogeneous and
dedifferentiate following prolonged culturing in vitro. An attractive
alternative is therefore to use allogeneic stem cells, as these boast a
high proliferation potential and the ability to differentiate into cells
useful for vascular tissue engineering,'

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent precursors that
can be isolated from several tissue sources such as the bone marrow
(BM) or adipose tissue and differentiated into multiple lineages under

appropriate induction conditions.”> Among the sources of MSCs,
Wharton’s jelly (WJ), a neonatal connective tissue of the umbilical
cord, is among the most promising.> Notably, WJ-MSCs are more
primitive than other MSCs and their use does not trigger ethical
controversy. Their significant proliferative potential, differentiation
capacity and immunomodulatory properties also make them
good candidates for deployment in an allogeneic context. Indeed,
MSCs are considered to be ‘immunoprivileged cells, because
expression on the cell surface of class II human leukocyte antigen
(HLA-TI) and co-stimulatory molecules is weak.*

MSCs modulate the immune system through several mechanisms.
They act as immunosuppressants through release of multiple
anti-inflammatory and immune-suppressive factors, inhibiting several
functions of diverse immune cells such as T, B, dendritic and natural
killer (NK) cells® including proliferation, production of soluble factors
and cellular toxicity. They can also modulate the immune response
through the generation of regulatory T cells (Tregs).® Immune
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suppression by MSCs appears to involve both direct cell-to-cell
interactions and contact-independent mechanisms such as secretion
of soluble factors.” Direct contact immunosuppressive effects appear
to be mediated by molecular interactions, which lead to the inhibition
of activation signals. Among the immunomodulatory molecules
expressed on the surface of MSCs, molecules from the B7 family,8
class 1b major histocompatibility complex molecules, CD200 and
its receptor CD200R>!? all seem to be involved. Soluble factors
including transforming growth factor-p (TGF-f), indoleamine-2,3-
dioxygenase (IDO), interleukins (ILs)-6 and -10, prostaglandin E2
(PGE2), matrix metalloproteinases (MMPs) or adenosine are
also under investigation.*!! Specifically, PGE2 and IDO have been
shown to inhibit proliferation of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) or T cells and appear to be involved in the inhibition
of NK cells by downregulating their functional receptors.!>13
Notwithstanding these insights, many aspects of MSC immuno-
suppression remain to be elucidated.

The bulk of studies in vitro and in vivo on MSC hypoimmuno-
genicity have been carried out on undifferentiated cells. It is thus of
critical interest in regenerative medicine, to determine whether these
cells will retain their immunoprivileged and immunomodulatory
properties on differentiation into the local cell types at the trans-
plantation site, because allogeneic engineered tissue must be tolerated
by the host immune system to remain functional and avoid rejection.

Although numerous studies have investigated the immunological
features of BM-MSCs after differentiation into adipose, cartilage or
bone cells,!*!> neurons'® or ECs,'”1® few have addressed the done
immunological properties of WJ-MSCs following differentiation.!®
In the present study, we investigated the immunosuppressive and
immunoprivileged character of WJ-MSCs after differentiation towards
an endothelial phenotype, in order to permit their use in vascular
tissue engineering. After 2 weeks of differentiation, co-cultures were
then carried out between the resulting endothelial-like cells (ELCs)
and PBMCs, T cells or NK cells

Taken together, our data show that WJ-MSCs and their derived
ELCs are non-immunogenic and immunosuppressive. Both cell types
can impair T cell, can induce the production of Tregs and impair
NK-cell functions.

RESULTS

WJ-MSCs acquire endothelial phenotype and function on
differentiation

Morphological changes. To confirm their mesenchymal nature before
inducing differentiation, WJ-MSCs were immunophenotyped by flow
cytometry and found as expected to be positive for expression of
CD73, -90 and -105, and negative for CD34 and CD45 (data not
shown). Endothelial growth medium-2 (EGM-2) has been shown to
induce endothelial differentiation in MSCs.?%?! Previsous studies in
our lab have also demonstrated that poly(allylamine hydrochloride)
(PAH) and poly(styrene sulfonate) (PSS) polyelectrolyte multilayer
films improve culturing of WJ-MSCs and ECs.?>?* We therefore used
these two stimuli alone and in combination, to induce endothelial
differentiation of WJ-MSCs. The obtained data showed that the
differentiation into an endothelial phenotype was induced by
cultivating WJ-MSCs at the fourth passage, seeded on (PAH/PSS),
film-coated glass slides, in the presence of EGM-2. After 2 weeks of
culture, the cells had clearly undergone a distinct morphological
change, transforming from a spindle to a caudate or oval shape
with eccentric nuclei (Figure 1A (a)). Cells seeded on (PAH/PSS),
films or on glass slides in endothelial basal medium-2 (EBM-2), as
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well as on glass slides in EGM-2 maintained WJ-MSCs morphology
(Figure 1A (b, c and d)).

Phenotype, expression of HLA-DR and CD86. To determine whether
expression of WJ-MSCs markers was modified during the differentia-
tion process, expression levels of CD73, -90 and 105 were monitored
by flow cytometry at 5, 10 and 15 days of culture. Regarding the mean
fluorescence intensity (MFI), an increase of the mesenchymal markers
CD90 and CD73 was observed between day
5 and day 15, but those of CD105 showed a drop. The absence of
HLA-DR and CD86 (a co-stimulatory molecule that combines
with CD28 on T cells during their differentiation) is mainly
responsible of MSCs immunoprivilege; thus, we decided to examine
the expression of these proteins. Expression of both HLA-DR and
CD86 increased to a minor extent in ELCs (HLA-DR MFI: 1.0+0.7
at day 5 to 2.2+1.3 at day 15; CD86 MFI: 0.7+0.6 at day 5
to 1.3+0.4 at day 15; Figure 1B).

Acquisition of endothelial markers and functionality. Expression of
endothelial markers CD31, vascular endothelial (VE) cadherin and VE
growth factor receptor 2 was evaluated by western blotting.
ELCs seeded on films and treated with EGM-2 (Figure 1C, lane c)
expressed all of these markers, as did human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs; Figure 1C, lane b), whereas naive
WJ-MSCs were negative (Figure 1C, lane a). No endothelial protein
expression was detected when cells were cultured on (PAH/PSS), in
EBM-2 (Figure 1C, lane e) or on glass slides either with EGM-2 or
EBM-2 (Figure 1C, lane d and f).

We next evaluated the ability to take up acetylated low-density
lipoproteins (Ac-LDLs). We observed that differentiated cells also had
the ability to incorporate Ac-LDL, a typical function of ECs (Figure 1D
(c)) relative to HUVECs. We also investigated the ability of the ELCs
to undergo angiogenesis. Indeed, differentiated cells cultured with
growth factors on polyelectrolyte multilayer films formed a capillary
network (Figure 1E (a and b)) similar to that produced by HUVECs
(Figure 1E (c and d)). On the contrary, undifferentiated WJ-MSCs
failed to form capillary-like structures (Figure 1E (e and f)).

ELCs do not stimulate proliferation of allogeneic PBMCs and
inhibit the proliferation of mitogen-stimulated PBMCs

Several studies have reported that MSC-mediated immunosuppression
involves both cell contact-dependent and -independent mechanisms,
with the latter likely mediated via release of soluble factors.?* In order
to probe the role of cell contact in ELCs immunomodulation,
experiments were performed with and without a Transwell (TW) that
prevented direct contact between the two cell populations.

To address whether ELCs could act as antigen-presenting cells and
stimulate the proliferation of PBMCs, the cells were incubated with an
equal number of non-activated PBMCs for 3 days either with or
without cell contact, in a one-way mixed lymphocyte reaction assay.
As shown in Figure 2a upper graph, ELCs and WJ-MSCs significantly
suppressed the proliferation of PBMCs (respectively 0.13 +0.006 and
0.16 +0.03 versus 0.4 +0.04 pg ml~! for PBMCs alone; P<0.05) and
this effect was mainly observed when cells were cultured in direct
contact.

In another set of experiments, we investigated whether ELCs can
inhibit the proliferation of mitogen-stimulated PBMCs (Figure 2a,
lower graph). For this, ELCs were incubated with equal number of
PBMCs in the presence of phytohemagglutinin (PHA) for 3 days, with
the proliferation of PBMCs stimulated with PHA serving as a positive
control. The obtained data show, first, that the ELCs significantly
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Figure 1 WJ-MSCs change morphology and phenotype on endothelial differentiation, take up Ac-LDL and form tubular structures. (A) EGM-2 stimulated
(a and b) and unstimulated (c and d) WJ-MSCs morphology on (PAH-PSS);-coated glass slides (a and c) and on uncoated glass slides (b and d) was
observed by inverted optical microscopy (Nikon Diaphot, UFX-DX, Japan; x 10 magnification; scale bar=100pum). Only EGM-2 stimulated WJ-MSCs (a)
showed a slight morphological evolution from fibroblastic to polygonal shape. (B) Expression of three mesenchymal markers (CD73, CD90 and CD105) and
two immune markers (HLA-DR and CD86) was evaluated after 5, 10 and 15 days of differentiation by flow cytometry. Marker expression was determined for
WJ-MSCs seeded on (PAH-PSS); films and differentiated in EGM-2. Data represent the MFI of expression of each markers from three independent
experiments. Error bars indicate s.e.m. (C) The expression of CD31, VE-cadherin and VE growth factor receptor 2 (VEGF-R2) by cells cultured under the
four conditions (d—e) was determined by western blotting: (a) WJ-MSCs (negative control); (b) endothelial cells extracted from human vein umbilical cord
(HUVECs) (positive control); (c) EGM-2/(PAH-PSS)4; (d) EGM-2/glass slide; (e) EBM-2/(PAH-PSS)s; (f) EBM-2/glass slide. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was used as a loading control. (D) Ac-LDL (the first column shows the staining of isotype controls Ac-LDL) uptake by unstimulated
(e and f) and EGM-2 stimulated (c and d) WJ-MSCs on (PAH-PSS);. HUVECs were used as positive control (b) and WJ-MSCs as negative control (a).
Nuclei counter-staining with DAPI appears in blue, whereas Ac-LDL uptake appears in red (x40 oil objective; scale bar=50pum). (E) /n vitro angiogenesis
assay. Lumen-like structures were spontaneously formed by differentiated cells derived from WJ-MSCs (a and b) and by HUVECs (c and d) but not by
WJ-MSCs (e and f). A full colour version of this figure is available at the /mmunology and Cell Biology journal online.

inhibited the proliferation of the PBMCs in response to PHA and,
second, that this inhibition only occurred in co-cultures in which cells
were in direct contact (0.32+0.12 versus 0.75+0.06 pgml~! for
PHA-PBMC; P<0.01). The immunosuppressive effect of WJ-MSCs
was also confirmed, as proliferation of PBMCs stimulated by PHA was
significantly inhibited by direct cellular contact with WJ-MSCs

(0.43+0.06 versus 0.75+0.06 pgml~! for PHA-PBMCs alone;
P<0.05). Mitogen-stimulated PBMC proliferation was almost nearly
restored in TW co-cultures (0.76 +0.09 pg ml~! for both co-cultures
versus 0.75 +0.06 pgml ™! for PHA-PBMCs alone), showing a major
role for cellular contact in the immunosuppressive effect mediated by
ELCs and WJ-MSCs.
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To identify whether the suppressive effect was influenced by
cytokines secreted by ELCs and WJ-MSCs, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70 and tumor necrosis factor-a were quantified in cell culture
supernatants. The concentration of cytokines detected in the medium
of PHA-activated PBMCs cultured in the absence of WJ-MSCs or
ELCs, was used as a positive control.

WJ-MSCs and ELCs secreted less IL-12p70 and IL-10 compared
with the positive control and a significant reduction in the
concentrations of tumor necrosis factor-a (6.78+2 and
50 + 28 pg ml~ ! for WJ-MSCs/PBMCs and ELCs/PBMCs, respectively,
versus 652.9 +221 pgml’1 for PHA-PBMCs alone; P<0.05). The
concentration of IL-8 was also significantly decreased in WJ-MSCs/
PBMCs co-culture (20495 +718 versus 36470.7 +7192pgml~! for
PHA-PBMCs alone; P<0.05). We further noted an increase in
concentration of IL-6 in both co-cultures, with higher levels observed
in the ELCs/PBMCs co-culture (12092.3 +5.9 versus 21 865 + 847

pgml~! for PHA-PBMCs alone; P<0.005) in comparison with
WJ-MSCs/PBMCs co-culture (19 697 + 824.8 versus 12092.3 + 5.9 pg-
ml~! for ELCs/PBMCs co-culture; P<0.005). Finally, the concentra-
tion of IL-1p was higher in both co-cultures with greater amounts
observed in  WJ-MSCs/PBMCs co-culture (669.4+179.8 and
214.1+82pgml~! for WJ-MSCs/PBMCs and ELCs/PBMCs, respec-
tively, versus 64+ 28 pg ml~! for PHA-PBMCs alone; P<0.05).

The immunomodulatory properties of WJ-MSCs are moderately
altered after endothelial differentiation: impact on T and NK cells
To reduce interference from other cellular components such as B cells,
monocytes and dendritic cells, we decided to investigate the effects of
WJ-MSCs and ELCs on T and NK cells, by allowing or preventing
direct cell—cell contact. Proliferation of activated T or NK cells was
considered to be a 100% proliferative response (positive control).

PHA-PEMC

+ELCs

a b :
150 - | 4000 4

= 09 I-12p70 IL-10 | ™ IL-1p
g = = (S804
s : g E
] b ;EIDG- |:§,
L3 E i
= e
E g | & |12
g g |2 1% a0 d
2 % % 50 [ B
8 - l& |z
< ¢ H [ 820

€ 12 c
&l -. 50 1§ 0 e,

PBMC +ELCs +MSCs PHAPBMC +ELG  +MSCs | PHAPBMC +ELG  +MSCs || PHA-PEMIC  #ELCs MBS

= TNF ' 6 . | IL-8
E + 1| = 200 — |~ 500 Lii]
=) Ay —— H ——, |§
= ) I\ 40000
s ém | E.su:n |% -

2 .
£ ) $ii :
3 2 ER © 20000
c %0 . s
8 : || € so00 & 1000
< € g c
- R g § g8 0
° N 3 I 1 e s e

Frrer Y PHAPEMC  #LGS G | PHAPEMC 4ELCs  #NBCs |

Figure 2 Immune characterization of ELCs: interactions with PBMCs. (a) Upper graph: WJ-MSCs and ELCs inhibit proliferation of PBMCs. Lower graph:
non-activated and PHA-activated PBMCs were co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ratio in the presence or absence of cell-cell contact;
the latter were performed using TW chambers. Data are shown as meanz+s.e.m. (n=3). (b) PHA-activated PBMCs were co-cultured in the presence or
absence of WJ-MSCs and ELCs at 1:1 ratio and I1L12p70, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-1p concentrations were determined in cell-free supernatants after
3 days of culture using the cytometric bead array assay. The concentration of cytokines detected in conditioned medium of activated PBMCs alone was used
as a control. Data are shown as the mean+s.e.m. of the cytokine concentration in pgml~! (n=3). *, ** and ***Statistically significant difference with
P<0.05, P<0.01 and P<0.005, respectively.

>
Figure 3 Comparison of the immunomodulatory effects of ELCs and WJ-MSCs on T cells. (a) WJ-MSCs and ELCs inhibit T-cell proliferation. Activated T cells
were co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ratio either with or without cell-cell contact. Proliferation of activated T cells alone served as
the positive control (100% of proliferation). (b) ELCs and WJ-MSCs express the contact molecules B7-H1 and B7-H4 mRNA after direct cell-cell contact
with T cells. WJ-MSCs and ELCs cultured alone were used as controls. Expression of the contact molecules was determined by quantitative reverse-
transcriptase PCR (qRT-PCR) and normalized using the housekeeping gene RP29 and expressed as fold change from WJ-MSCs or ELCs. (c) Upper graph:
levels of MMP-2 (63 kDa) and MMP-9 (82 kDa) in the conditioned medium of ELCs (right) or WJ-MSCs (left) after co-culture with T cells in the absence and
presence of cell-cell contact were measured as band intensity by gelatin zymography. ELCs and WJ-MSCs were employed as controls. Lower graph: impact of
the inhibition of MMPs by SB-3CT on T-cell proliferation during co-culture with ELCs (right) or WJ-MSCs (left). Proliferation of activated T cells alone was the
positive control (100% of proliferation). (d) IDO, IL-6, IL-1p and COX-2 mRNA expression in WJ-MSCs and ELCs after direct and TW co-culturing with
activated T cells, as determined by gRT-PCR. WJ-MSCs and ELCs cultured alone were used as controls. The data were normalized using the housekeeping
gene RP29 and compared with controls. (e) IL-6 and IL-1p concentrations determined in cell-free supernatants after 3 days of co-culturing between
WJ-MSCs and T cells or ELCs and T cells using the cytometric bead array (CBA) assay. IL-6 was detected under both TW and contact conditions, whereas
IL-1p was detected mainly under contact conditions. *Statistically significant difference between the represented conditions with P<0.05, P<0.01 and
P<0.005, respectively ($, $$ and $$$, respectively, indicate the same statistically significant difference between a condition and the native non-stimulated
cells). All data are mean +s.e.m. (n=3).
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Immunosuppressive effects of ELCs on T cells T cells were in direct contact with ELCs. This inhibition was partially

Our data show that WJ-MSCs significantly reduced T-cell proliferation  reversed in a TW with 75+ 19% (Figure 3a). We next explored the
(487 £65.9%), which was partially restored by preventing cell-cell expression of two contact molecules B7-H1 and B7-H4, which are
contact (60.5 +25%). Only 395 + 8% proliferation was observed when  possibly involved in the contact inhibition of T-cell proliferation. Our
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data revealed weak expression of B7-H1 mRNA in both ELCs and WJ-
MSCs (Figure 3b, left panel). B7-H4, on the other hand, was mainly
expressed in ELCs (Figure 3b, right panel), with only weak expression
detected in WJ-MSCs. However, our flow cytometry analysis could not
confirm the expression of B7-H4 and B7-HI at the surface of ELCs or
WJ-MSCs (data not shown).

MSCs and mature ECs are able to secrete MMP-2 and -9, two
factors which were recently shown to have immunomodulatory
effects.2>2® We therefore aimed to determine whether WJ-MSCs and
ELCs express MMP-2-soluble, active forms of MMP-2 and -9, using
gelatin zymography. As shown in Figure 3c upper graph, both
enzymes were readily detected in supernatants of WJ-MSCs and ELCs,
with expression of MMP-2 approximately sixfold higher than that of
MMP-9. No increase in MMP-2 concentration was detected after
co-culture with WJ-MSCs, whether they were in direct contact or
not, whereas a small increase was noticed after co-culture with ELCs
under direct contact conditions. The largest increases in MMP-9
expression were observed following direct contact with ELCs. To
assess the suppressive effect of MMPs on T-cell proliferation, we next
examined the ability of an MMP inhibitor called SB-3CT,? to restore
T-cell proliferation. Addition of SB-3CT restored the proliferation
of T cells in direct contact co-cultures to a minor degree (2.6 +0.1%
and 3.9 +0.1% of restoration for, respectively, co-cultures with ELCs
and WJ-MSCs; Figure 3¢, lower graph), indicating that MMP-2
and -9 are only weakly involved in T-cell immunosuppression
mediated by ELCs and WJ-MSCs. In contrast, no effect of the
inhibitor was seen in a TW system.

We next explored other candidates as mediators of the suppression
driven by ELCs. IDO, IL-1p, IL-6, PGE2, hepatocyte growth factor and
TGF-f have been reported to trigger T-cell suppression by
WJ-MSCs;®® thus, we examined the expression of these genes before
and after endothelial differentiation on co-culture with T cells.
WIJ-MSCs or ELCs incubated in the absence of T cells were used as
controls. In the presence of a direct interaction between T cells and
WJ-MSCs, IDO expression was high; separation of the cells reduced
the expression fivefold. After co-culture with ELCs, IDO expression
was 12.8-fold higher than in the control and sevenfold higher in the
contact condition than in TW. However, expression of IDO in ELCs
was 5.2- and 7.4-fold lower, respectively, relative to WJ-MSCs in
contact or in TW conditions. After co-culture with T cells, expression
of IL-6 was 30- and 15-fold higher, respectively, than the controls for
ELCs and WJ-MSCs, whereas its expression was reduced for WJ-MSCs
and increased for ELCs in TW culture. IL-1p expression after
co-culture was 24- and 25-fold higher for ELCs and WJ-MSCs,
respectively, relative to controls. Furthermore, we detected a higher
expression of IL-1f in ELCs than in WJ-MSCs, with a marked increase
in the TW condition for ELCs. The expression level of cyclooxygenase
(COX)-2, the enzyme producing PGE2, was essentially identical under
all the conditions (Figure 3d). No changes in the expression of
hepatocyte growth factor, COX-1 and TGF- were detected under any
of these conditions (data not shown).

As expression of IL-1p and IL-6 was particularly upregulated in
ELCs, we investigated whether the IDO inhibitor 1-methyl tryptophan
(1IMT) and the MMP inhibitor SB-3CT could influence their secretion
(Figure 3e). The highest levels of IL-13 were observed after culturing
T cells in direct contact with ELCs or WJ-MSCs, concentrations
after co-culture was 24.3+0.2 and 25.5+0.3 pgml~! for ELCs and
WJ-MSCs, respectively, which were higher than for T cells alone
(1.01£0.01 pgml~1). IL-1pB was significantly inhibited in the presence
of IMT and induced by SB-3CT for MSCs but not ELCs (P<0.05). A
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weak expression of IL1p was detected in the TW conditions (Figure 3e:
first and second graphs).

IL-6 was readily detected in the surpernatant of T cells co-cultured
with ELCs (81.6+11.3 pgml~!) or WJ-MSCs (95.6 + 13.2 pgml ™),
with the highest levels seen under direct contact conditions. IL-6
secretion was significantly enhanced after incubating the cells
co-cultured with WJ-MSCs either with 1IMT or SB-3CT
(138.4+19.1 and 222.0 +30.7 pgml ™1, respectively; P < 0.05). The
same results were observed after co-culture with ELCs (139.1 +19.2
and (222.0+30.7pgml~1!) in presence of IMT and SB-3CT
(Figure 3e: third and fourth graphs).

ELCs induce the generation of T-cell subsets displaying a regulatory
phenotype. Previous work has shown that MMPs secreted by
MSCs are involved in the inhibition of T-cell proliferation via
shedding of the IL-2 receptor CD25.2> We explored whether MMPs
in the cell supernatant of ELCs and WJ-MSCs co-cultured with T cells
could affect CD25 expression. Flow cytometry analysis showed a clear
increase in the percentage of CD25" T cells after co-culture with
ELCs or WJ-MSCs under direct contact conditions (62.1+4% and
59.4+19%, respectively) compared with T cells alone (37.8 +8%;
Figure 4b). The percentage of cells expressing CD25 was also slightly
increased in the presence of a TW (39.9+10% and 40+ 14%,
respectively, for ELCs and WJ-MSCs TW co-cultures). If MMPs
were involved in the shedding of CD25, addition of MMPs inhibitor
should increase the percentage of cells expressing CD25. However,
addition of SB-3CT resulted in a slight decrease of the CD25"
population after co-culture with WJ-MSCs whether in direct contact
or not, but not following co-culture with ELCs under equivalent
conditions (Figure 4b).

Among candidates investigated as mediators of the immuno-
suppression, IDO expression was notably increased after co-culture
with WJ-MSCs or ELCs. Thus, we next explored the effect of its
inhibitor, IMT, on CD25. The percentage of CD25% T cells was lower
after culture with WJ-MSCs separated by a TW in the presence of
IMT (26.8 +6.4%versus 37.8+8% for T cells alone; Figure 4b). No
significant effect of the IDO inhibitor was seen on CD25 expression by
T cells co-cultured with ELCs.

As IDO has been shown to promote Treg generation,”’ we
investigated whether the CD25" population expressed forkhead box
P3 (FoxP3), which is a main marker of Tregs. Interestingly, after
performing a gating on the CD4" population, we detected an increase
in the CD25"FoxP3" population in co-cultures relative to activated
T cells alone, which was higher in co-cultures with ELCs (75 +2.5%
versus 23+ 1.5% for T cells alone) than with WJ-MSCs (62 +3.8%
versus 23 + 1.5% for T cells alone; Figure 4c). Thus, we confirmed that
WJ-MSCs generate Tregs, as demonstrated previously.’*32 Moreover,
we showed that ELCs were able to induce a larger population of Tregs
than WJ-MSCs. We next explored the effect of an IDO inhibitor
(IMT) on Tregs generation. After co-culture of T cells with WJ-MSCs,
we observed a moderate inhibition of 3 +0.8% under direct contact

9

conditions, whereas the percentage reached 21 +2.3% when the cells
were separated. No effect of the IDO inhibitor was detectable on Tregs
generated by ELCs co-culturing (Figure 4c).

We also investigated the effect of MMPs on Tregs. Surprisingly, a
decrease of the Tregs percentage was observed in every condition with
the MMP inhibitor SB-3CT either in the presence of cell—cell contact
or in a TW. Maximum inhibition of Tregs generation was seen when
T cells were cultured in direct contact with ELCs where the percentage
of Tregs dropped from 75+ 3% to 64 +4% (Figure 4c).
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Figure 4 WJ-MSCs and ELCs induce the generation of T-cell population subsets displaying a regulatory phenotype. (a) On the top of the figure is included
the gating strategy. Cells are gated by taking into account SSC (side scatter) and FSC (forward scatter) to select the lymphocyte population (P1 gate). The P2
gate was next set regarding the staining of control isotypes for anti-CD25 and anti-CD3 antibodies. The cells gated into the P2 gate were considered positive
for CD25 and CD3. Representative dot plot of the percentage of CD3*CD25" population after co-culturing of activated T cells in the absence or presence of
WJ-MSCs and ELCs with or without SB-3CT (MMPs inhibitor) or 1MT (IDO inhibitor). These data show that CD25 is induced on T cells mainly following
contact with WJ-MSCs or ELCs. The first column shows the staining of isotype control. (b) Mean percentage of CD3*CD25* populations determined from
three independent experiments (n=3). These data show a significant effect of 1IMT on CD25 expression on T cells co-cultured with ELCs. (c) On the top of
the figure is included the gating strategy. Cells are gated by taking into account SSC (side scatter) and FSC (forward scatter), to select the lymphocyte
population (P1 gate). The P2 gate was next set on the CD4 positive population. On the cells gated into the P2 gate (CD4* cells), the staining of anti-CD25
(Y axis and anti-FoxP3 antibody (X axis) was determined after placing the quadrants taking into account the isotype control staining. Representative dot plot
showing the percentage of CD3*CD25"FoxP3* cells determined on CD4* T cells after co-culture with WJ-MSCs and ELCs under direct contact conditions.
T cells cultured alone were employed as controls. The first column shows the staining of the isotype control and the four quadrants were defined as SP Fl or
PE (simple positive FITC or PE), DN (double negative) or DP (double positive). *, ** and ***Statistically significant difference between the represented
conditions and the control with P<0.05, P<0.01 and P<0.005, respectively.
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Immunosuppressive effects of ELCs observed on NK cells

We next evaluated the effects of WJ-MSCs and ELCs on the
proliferation of activated NK cells. We used the proliferation of
IL-15-stimulated NK cells as a control, scaling it to 100%. ELCs were
able to reduce the proliferation of NK cells by 44.2 + 16.2% in contact
cultures versus 48.7 +7.8% in a TW. We also observed, in agreement
with the literature,®® that WJ-MSCs inhibit NK cell proliferation,
either by direct contact or in a TW context, with 55.2+14%
and 59.1+16% proliferation, respectively, relative to the control
(Figure 5a).

We next examined the levels of B7H1 and B7H4 mRNA in ELCs
and WJ-MSCs after contact with NK cells (Figure 5b, left and right
panels). The levels of both mRNAs were enhanced in ELCs and
WJ-MSCs after co-culture. However, flow cytometry analysis failed
to reveal the encoded proteins on the surfaces of ELCs and WJ-MSCs
(data not shown).

As MMPs have been shown to have immunomodulatory effects on
NK cells,* the same procedure described above was applied to detect
the activity of MMP-2 and MMP-9 in NK co-cultures. We observed
higher levels of MMP-2 in direct co-cultures of ELCs with NK cells
than in a TW and versus ELCs alone (Figure 5¢, upper graph). In
contrast, MMP-2 activity was not enhanced in a co-culture of WJ-
MSCs with NK cells, either under contact or separated conditions.
MMP-9 was slightly enhanced in the supernatant of both ELCs and
WJ-MSCs cultured in contact with NK cells. However, the addition of
SB-3CT to the co-cultures was not able to restore proliferation of NK
cells (Figure 5¢, lower graph). Taken together, these results suggest
that inhibition of MMPs alone is not sufficient to restore NK-cell
proliferation, and therefore that other mediators may be involved in
this phenomenon. In follow-up experiments, we carried out co-culture
with activated NK cells for 3 days and then evaluated the expression by
ELCs and WJ-MSCs of the same genes that were tested above
(Figure 5d). The expression profile changed from that observed after
co-culture with T cells. In fact, IDO, IL-6 and IL-1f expression was
higher in ELCs than in WJ-MSCs grown in direct co-cultures (3.2-,
5.1- and 1.1-fold higher, respectively), but the expression of COX-2
was lower in ELCs than in WJ-MSCs. Hepatocyte growth factor,
COX-1 and TGF-p showed no change of expression under all
conditions tested (data not shown).

Quantification of IL-1 and IL-6 in NK cells supernatants further
showed that IL-1 was largely secreted when NK cells were in contact
with ELCs or WJ-MSCs (19.3+0.8 and 38.3+1.8pgml~},
respectively, versus 1.1+0.1pgml~! for NK cells alone; P<0.05;
Figure 5e, left panel), a phenomenon that could be enhanced by
addition of IMT (P<0.05) and to a lesser extent SB-3CT (ns). No

significant secretion of IL-1 was seen in TW conditions (Figure 5e,
right panel). IL-6 was detected in supernatant of NK cells after
co-culture with ELCs (212+35pgml~!) or WJ-MSCs (158 +26
pgml~!) under both contact and TW conditions (240+40 and
230+40 pgml~! for ELCs and WJ-MSCs, respectively). Inhibition
of IL-6 secretion was observed in the presence of IMT in both
WJ-MSCs and ELCs (41% and 23% of inhibition, respectively)
cultured in direct contact but reach significance only for WJ-MCSs,
although the same tendency was observed with ELCs. A significant
effect of SB-3CT on IL-6 secretion was observed only for WJ-MCSs.
No significant effect of SB-3CT of IMT supplementation was observed
in the TW condition.

As IDO was strongly induced after co-culture with ELCs and
W]J-MSCs, we next evaluated whether interferon-y, a major cytokine
secreted by NK cells, could be involved in the activation of IDO. The
obtained data clearly show that direct contact between ELCs and
WJ-MSCs with NK cells strongly induces interferon-y secretion
(0.76£0.1 and 1.1+0.3ng ml~! for ELCs and WJ-MSCs,
respectively, versus 0.56 +0.07 ngml~! for NK cells alone).

Impact of co-culture on expression of NK cell markers. To investigate
whether WJ-MSCs and ELCs could have an effect on NK cells,
expression of the NK cell receptors CD16, CD56 and natural-killer
group 2, member D (NKG2D) was analyzed and compared with that
detected after co-culturing with WJ-MSCs or ELCs in the absence or
presence of cell-cell contact (Figures 6a and b). After 15 days of
expansion in the presence of IL-15, NK-cell phenotyping revealed two
populations: CD167CD56" and CD16-CD56*. The intensity of
expression of CD56 was similar for the two subsets. After co-culture
with WJ-MSCs, however, the partitioning between the two populations
altered. As shown by the black arrow on the left, the cell population
expressing CD16 and CD56"8" was no longer detected, while a new
population appeared, which was CD16" but which exhibited a lower
level of CD56 (Figure 6a). Furthermore, we also observed an increase
in the CD16 CD56Prisht population, which reached 75.7%. In contrast,
the percentage of the population corresponding to CD16"CD56P"ght
was increased in co-cultures of WJ-MSCs and NK cells under TW
conditions, relative to isolated NK cells or those in direct contact with
WJ-MSCs. The percentage of the CDI16-CD56€"  population
decreased from 75.1 to 38% when cells were not in direct contact.
No change in the partitioning between the two NK populations was
observed in direct or TW-separated ELCs/NK cell co-cultures.

As MMPs have been shown to modify CD16 expression on NK
cells,>>3¢ we next examined whether the MMPs inhibitor SB-3CT
could modify the NK-cell phenotype after co-culture. Interestingly, we
observed that the CD16*CD56M population, which disappeared

>

Figure 5 Comparison of the immunomodulatory effects of ELCs and MSCs on NK cells. (a) ELCs and WJ-MSCs inhibit NK cell proliferation. Activated NK
cells were co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ratio either with or without cell-cell contact during 3 days. Proliferation of activated NK
cells alone was used as positive control (100% of proliferation). (b) Expression levels of B7-H1 and B7H4, factors that are potentially involved in direct
cell-cell immunosuppression. B7-H1 and B7-H4 mRNA expression in WJ-MSCs and ELCs maintained in contact or not with activated NK cells was
determined by quantitative reverse-transcriptase PCR (qRT-PCR), normalized using the housekeeping gene RP29 and expressed as fold change from WJ-
MSCs or ELCs alone. WJ-MSCs and ELCs cultured alone were used as controls. (c) Upper graph: band intensity of MMP-2 (63 kDa) and MMP-9 (82 kDa) as
detected by gelatin zymography in the conditioned medium of ELCs (right) or WJ-MSCs (left), following co-culture with NK cells, either allowing for direct
cell-cell contact or not. ELCs and WJ-MSCs were employed as controls. Lower graph: impact of the inhibition of MMPs by SB-3CT on NK-cell proliferation
during co-culture with ELCs (right) or WJ-MSCs (left). Proliferation of activated NK cells alone was the positive control (100% of proliferation). (d) IDO, IL-6,
IL-1p and COX-2 mRNA expression in WJ-MSCs and ELCs after direct and TW co-culturing with activated NK cells, as determined by gRT-PCR. WJ-MSCs or
ELCs alone were used as controls and the data were normalized using the housekeeping gene RP29 and compared with controls. (e) IL-6 and IL-1p
concentrations determined in cell-free supernatants after 3 days of culture using the cytometric bead array (CBA) assay. The IL-6 concentration was
significantly increased after indirect co-culture, whereas that of IL-18 was increased mainly after cell-cell contact. (f) Interferon (IFN)-y concentration (ng/ml)
as determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in cell-free supernatants of NK cells after 3 days of co-culturing with WJ-MSCs or ELCs,
under contact or TW conditions. The conditioned medium of activated NK cells alone was used as control. All data are shown as the mean +s.e.m. (n=3).
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after direct contact with WJ-MSCs in co-culture, was partially restored
after addition of SB-3CT (Figure 6a, middle black arrow, and
Figure 6b). However, in the case of WJ-MSCs without cell contact
or ELCs with or without cell contact, the inhibitor did not significantly
modify the partitioning between the cell populations (Figure 6b). As
IDO was strongly expressed by ELCs and WJ-MSCs either in cell
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contact or not, we also examined whether the IDO inhibitor IMT
could modify NK-cell phenotype after co-culture. Surprisingly, when
IMT was added to co-cultures with WJ-MSCs, we observed altered
expression of CD56 and CD16 (Figure 6a, right black arrow), which
was not seen when the cells were separated. As for co-culturing with
ELGCs, direct or indirect contact with NK cells did not significantly
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Figure 6 WJ-MSCs and ELCs modify NK-cell phenotype. (a and b) Determination by flow cytometry of the distribution and percentages of CD16*CD56% and
CD16-CD56* populations. Activated NK cells were co-cultured in the absence or presence of WJ-MSCs and ELCs, and in the absence or presence of
SB-3CT (MMP-2 and MMP-9 inhibitor) and 1MT (IDO inhibitor). Co-cultures were performed under both direct contact or TW conditions. The first column
shows the staining of isotype controls for CD16 and CD56. (c and d) MFI of NKG2D was significantly inhibited after co-culture with WJ-MSCs or ELCs under
direct contact conditions. The first colmun shows the staining of isotype control for NKG2D. Data shown in a and c are representative dot plots. Data in

b and d are shown as the mean+s.e.m. (n=23).

modify the partitioning between the two populations, nor did addition
of SB-3CT. However, supplementation with 1IMT decreased the
percentage of CD16"CD56% NK cells from 63 to 48% and increased
the percentage of CD16”CD56" from 31.7 to 50.2% (Figure 6b).
We next examined the expression of NKG2D on NK cells after
co-culture with ELCs and WJ-MSCs. As shown in Figures 6¢ and d,
NKG2D levels were significantly decreased after co-culturing with
WJ-MSCs and ELCs under direct contact conditions, with an
MFI of 5804+334 and 5533+840 for NK «cells in direct
contact, respectively, with WJ-MSCs and ELCs, versus 8952 + 978
for NK cells alone. Interestingly, expression of NKG2D was
partially restored for NK cells cultured without direct contact
with WJ-MSCs or ELCs. Inhibition of MMPs and IDO had no
noticeable effect on NKG2D expression regardless of the culturing
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conditions, as their inhibitors did not restore NKG2D expression
(Figure 6d).

NK cells acquire CD73 on exposure to WJ-MSCs and ELCs. We
observed that CD73 was the only WJ-MSCs marker whose expression
was not modified during differentiation. As CD73 produces adenosine,
it could have a role in immunosuppression mediated by WJ-MSCs
and ELCs (Figure 1B). To test this hypothesis, we examined CD73
expression on NK cells after co-culturing with ELCs and compared it
with CD73 expression on NK cells alone. After 3 days of co-culture
with ELCs, CD73 expression increased from an MFI of 231 +54 to
1961 + 917, but CD73 uptake exhibited a high variability between cells
from different individuals. We also confirmed that the co-culture with
WJ-MSCs allowed CD73 transfer on NK cells, with an MFI reaching
989 + 441, as shown previously>® (Figure 7). To exclude the possibility
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Figure 7 Flow cytometry analysis of CD73 expression on NK cells after co-culture with WJ-MSCs and ELCs under contact or TW conditions.
(a) Representative histogram showing CD73 expression on NK cells after co-culturing with ELCs or WJ-MSCs under direct contact conditions. Activated NK
cells were co-cultured in the absence or presence of WJ-MSCs and ELCs with or without SB-3CT (MMP-2 and MMP-9 inhibitor) and 1MT (IDO inhibitor). The
first column shows the staining of isotype control for CD73. (b) CD73 MFI from three independent experiments determined under the same culture condition

as described in a (n=3).

that the interaction between the cells can induce the expression of
CD73 in NK cells, a real-time PCR for CD73 was performed on
purified NK cells and compared with the CD73 expression detected in
endothelial cells from the umbilical artery, used as a positive control.
The result showed no expression of CD73 mRNA in NK cells (data
not shown), confirming that the expression of CD73 on NK cells was
due to a transfer.

DISCUSSION

Regeneration of blood vessels for the treatment of vascular-related
diseases is one of the most important research areas in tissue
engineering based on ECs.>’~3° However, the use of ECs is hampered
by a number of factors.*%4! MSCs
alternatives, as they can be used in an allogeneic setting without the

have been considered as

need for immunosuppressive therapy.*?

W], the main component of the extracellular matrix of umbilical
cord, is known to contain a population of fibroblast-like cells that are
described as MSCs.*? The major objective of the present study was to
determine whether the immune regulatory properties of MSCs are
modified by differentiating them toward an endothelial phenotype.
For this, we aimed to obtain ELCs from WJ-MSCs by combining a
functionalized cell culture surface and growth factors. Endothelial
differentiation was assessed by the expression of CD31, VE-cadherin
and VE growth factor receptor 2 on ELCs. These three proteins are
endothelial-specific markers known to have an important role in
maturation of the endothelium during the angiogenesis process.*> Our
CD31 expression result is at odds with the studies of Oswald et al.*
and Janeczek et al.,>' who reported no change in CD31 expression in
differentiated BM-MSCs. Thus, the expression of these markers by
WJ-MSCs seems to promote differentiation toward the endothelium.

We next demonstrated that our differentiated cells were functional,
as we observed both efficient uptake of Ac-LDL and tubular structure
formation in an extracellular matrix gel. Although several studies have
shown that uptake of Ac-LDL by ECs is modulated by shear stress, >4

Ac-LDL was successfully incorporated by ELCs under our static
culture conditions.

Previous studies have shown that the hypoimmunogenicity of MSCs
derives from the absence of HLA-DR and CD86 expression. In this
study, the expression of HLA-DR and CD86 was barely detectable,
suggesting that even after differentiation ELCs remained immunopri-
vileged. This result contrasts with previous reports, in which in vitro
differentiation of allogeneic BM-MSCs into myogenic, smooth muscle,
endothelial” and neuronal'® lineages significantly increased the
expression of major histocompatibility complex-1II.

We also observed that our produced ELCs were not immunogenic,
as they did not stimulate allogeneic PBMCs in co-culture.
Furthermore, they were immunosuppressive, as they modulated
PHA-stimulated PBMCs alloproliferation. In fact, the suppressive
effect was enhanced by ELCs in comparison with WJ-MSCs and
largely exerted under conditions of contact. Similar results were
obtained after differentiation of MSCs into adipose, bone and cartilage
lineages.'#1>47 These results led us to investigate the effects of
differentiated cells on: (1) a population of cells enriched in CD3*
T cells, the major effector cells of adaptive immunity;48 and (2) NK
cells, as they represent the major effector of the innate immune
response exhibiting a critical role in early host defense against
infections and cancer.*

We noticed that ELCs, and to a lesser extent WJ-MSCs, suppressed
the proliferation of activated CD3* T cells, mainly under cell-cell
contact conditions. Inhibition of CD3* T «cells by human
BM-MSCs,”%>3 umbilical cord blood MSCs,>® placenta MSCs>*>*
and umbilical cord MSCs>>® had already been described in the
literature; however, we are the first to show that endothelial
differentiation of WJ-MSCs do not alter this capacity.

Our subsequent goal was to determine the mechanisms by which
WJ-MSCs and ELCs exert their immunosuppression. Candidate
enzymes investigated in this context were MMPs. In addition to the
important role of MMPs in the modification of the extracellular
matrix, cell mobilization and cell-extracellular matrix interactions,
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MMPs act on additional substrates such as cytokines and
inflammatory mediators, and thus have an effect on immune response
regulation and cell proliferation.’”>® Ding et al?® have found that
MMP-2 and MMP-9 have a significant role in the immune suppressive
activity of murine BM-MSCs, and that blocking these two MMPs
completely restores T-cell proliferation. Furthermore, MMPs have
been shown to be involved in the shedding of CD25. Here we have
shown that downregulation of CD25 expression inhibits T-cell
proliferation mediated by IL-2. However, although MMP-2 and
MMP-9 were detected in supernatants of ELCs and WJ-MSCs
co-cultured with T cells, we observed that (1) addition of SB-3CT
did not have a major effect on restoring T-cell proliferation and
(2) CD25 expression on T cells increased after co-culture with ELCs or
WJ-MSCs.

We hypothesized that this increase was due to proliferation of a
Tregs population, as was previously demonstrated by Selmani et al.>®
and others.3%>%0001 This idea was subsequently confirmed by demon-
strating that the population of CD4*CD25"FoxP3" detected in direct
co-cultures with ELCs or WJ-MSCs increased significantly relative to
appropriate controls. Similarly, addition of SB-3CT decreased Tregs
production, consistent with the idea that MMPs have a role in their
generation.> Among the other mediators identified as actors in MSCs
immunomodulation, we observed no TGF-f, hepatocyte growth factor
and COX-1 expression by ELCs and WJ-MSCs in all culture condi-
tions, a result that contrast with previous studies.®>** IL-6 and IL-1p
were detected in T cells co-cultured with WJ-MSCs and ELCs. IL-1f
has been shown to be involved in the proliferation of Tregs;®>®¢ thus,
this mediator conjugated with IDO%7% could be involved in their
expansion. However, our results also revealed high expression levels of
COX-2. This enzyme is responsible for producing PGE2, a prostaglan-
din that promotes Tregs differentiation.”! Thus, we cannot exclude the
involvement of PGE2 in the generation of Tregs observed in our study.

The immunosuppressive effects of ELCs were also confirmed on
NK cells, as their proliferation was partially inhibited. Among the
soluble mediators that could be involved in inhibition of NK
proliferation, MMP-2 and MMP-9, IDO, IL-6 and IL-1p cannot be
excluded, in particular after direct contact between NK cells and ELCs.
Recently published data have revealed an autocrine loop between
IDO”? and IL-6.7> More specifically, IDO-mediated aryl hydrocarbon
receptor activation induced IL-6 expression, whereas inhibition or
knockdown of the aryl hydrocarbon receptor reduced IL-6 expression.
These data explain our observation that the use of an IDO inhibitor
resulted in a decrease in IL-6 concentration in NK-cell supernatants.

As to the NK-cell phenotype after co-culture culturing with
ELCs, no change in the partitioning between cell populations was
observed. In contrast, the CD16*CD56" population was no longer
observed after co-culturing with WJ-MSCs but partially restored after
adding IDO and MMPs inhibitors. This latter result is in agreement
with studies showing that MMPs are involved in the shedding of
CD16, which occurs after NK-cell activation and places the cells in a
refractory phase.>

We next examined the impact on NKG2D expression of
co-culturing NK cells with ELCs. We focused on this receptor, because
several studies have reported that the inhibitory effects on MSCs are
closely related to the downregulation of activating receptors, especially
NKG2D.”?> The decrease in NKG2D that we observed after contact
with ELCs accords with a recent publication by Chauveau et al,”* in
which it was demonstrated that ECs activation and proliferation
modulate NKG2D activity. This may have an impact on NK-cell-
mediated cytotoxicity. In the case of WJ-MSCs, we observed the same
results as Spaggiari et al,”> which were an inhibition of NK-cell
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proliferation and modification of phenotype. As Spaggiari et al.”?
highlighted the role of IDO and PGE2 in this phenomenon, we tested
whether IMT could restore NKG2D expression. Surprisingly, addition
of IMT did not have the expected effect, suggesting that restoration of
NKG2D expression may require the inhibition of more than one
mediator.

Finally, we cannot exclude a role of adenosine in the immunosup-
pressive effects of ELCs that we observed on NK cells, regarding ELCs
high expression level of CD73. In addition to the roles of adenosine in
the endothelial microenvironment, it has been shown that adenosine is
a potent immunosuppressor involved in inhibiting the expression of
IL-2, CD25, interferon -y and tumor necrosis factor-a, and that it
decreases the cytolytic activity of cytotoxic T cells.”>”® Very recently,
NK cells were shown to acquire the expression of CD73 after a co-
culture with MSCs, and that CD73" NK cells had the ability to convert
adenosine monophosphate into adenosine.’®> Our results confirm not
only that NK cells are able to acquire CD73 on co-culture with
W]J-MSCs, but that the proportion of CD73* NK cells is higher after
co-culture with ELCs. Further studies should confirm whether the
upregulation of CD73 in NK cells is accompanied by increased enzyme
activity.

In conclusion, our results show that WJ-MSCs and ELCs share
many immunomodulatory properties. Nevertheless, the extent of
expression of soluble mediators differed according to the immune
cell type with which they were co-cultured and whether direct cell—cell
contact was allowed.

Thus, this work shows overall that the immunological features of
WJ-MSCs after endothelial differentiation may allow their application
in regenerative medicine, as they appear likely to be immunotolerated
by immune cells.

METHODS

Reagents were obtained from Sigma-Aldrich (Munich, Germany) and media
components by from Lonza (Levallois-Perret, France), unless specified
otherwise.

WJ-MSCs isolation and culture

Human umbilical cords were obtained after birth delivery and informed
consent using the guidelines approved by the University Hospital Center of
Nancy. WJ-MSCs were isolated as described by Petsa et al.”” and cultured in
a-minimum eagle medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS), 100 IU mI™! penicillin, 100 pgml~! streptomycin, 2 mm
L-glutamine and 205mgml~! Fungizon (Life Technologies, Grand Island,
NY, USA).

Induction of endothelial differentiation

After the third passage, WJ-MSCs were collected and then seeded on
(PAH/PSS)4 polyelectrolyte multilayer film-coated glass slides, as described
elsewhere.”® Uncoated glass was used as control. After reaching 60% of cell
confluence, the medium was replaced by EBM-2 or differentiation medium,
which consisted of EGM-2 (EBM-2 supplemented with growth factors) and
incubated for 2 weeks. EBM-2 was supplemented with 0.5% heat-inactivated
FBS, 100 IU ml~! penicillin, 100 pgml~! streptomycin, 2 mm L-glutamine and
205 mgml~! Fungizon. As a control, cells were cultured either on non-coated
or coated glass with EBM-2. Cell morphology was monitored daily by optical
microscopy (Nikon, UFX-DX, Tochigi, Japan). Following 15 days of culture
under the differentiation conditions with EGM-2, cells were identified to be
ELCs. WJ-MSCs and HUVEC cells were respectively used as negative and
positive controls.’*”® HUVEC cells were isolated according to Jaffe et al.®? and
cultured in EBM-2 supplemented with 10% heat-inactivated FBS.



Characterization of ELCs

Endothelial differentiation was assessed by western blotting. Cells were collected
in RIPA (radioimmunoprecipitation assay buffer) lysis buffer. Twenty
micrograms of protein lysates were subjected to SDS-PAGE (polyacrylamide
gel electrophoresis) resolution and transferred to polyvinylidene difluoride
membranes. Membranes were blocked with 5% bovine serum albumin in Tris
buffered saline-Tween 20 solution and then probed with the following primary
antibodies to endothelial phenotypic markers: CD31 (Dako Agilent Technol-
ogies, Santa Clara, CA, USA, M0823), VE-cadherin (Abcam, Cambridge, UK,
ab33168), VE growth factor receptor 2 (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA, 55B11) and to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(Santa Cruz, Dallas, TX, USA, sc-51906) as a loading control. The membranes
were then incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody at room temperature and bands were detected by
chemiluminescence.

ECs have the ability to incorporate Ac-LDL. The functionality of the ELCs
was thus assessed using an Ac-LDL uptake assay performed as described by
Doan et al.8! Analysis of capillary formation was performed with an in vitro
angiogenesis assay. For this, extracellular matrix gel solution (ScienCell,
Carlsbad, CA, USA) maintained at 4 °C was added onto p-Slide Angiogenesis
(Ibidi, Munich, Germany) and incubated for 30 min at 37°C to allow
solidification. Differentiated cells and controls (HUVECs and WJ-MSCs) were
suspended in culture medium at a density of 2 10° cells per ml and 50 pl of
each solution was plated on solidified extracellular matrix gel. After 4h of
incubation (37 °C), capillary formation was analysed by light microscopy.

Isolation and culture of PBMCs, T cells and NK cells

Peripheral blood samples were obtained from healthy volunteers with informed
consent for blood collection and biological studies, using the guidelines
approved by the French blood collection center Lorraine Champagne. PBMCs,
T cells and NK cells were collected and cultured as previously described,®?
except for CD3" T cells that were cultured in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% AB serum, 2 mm glutamine, 1 pgml~! streptomycin,
1TUml™! penicillin and 5pgml~! PHA (Oxoid, Dardilly, France). After
3 days, 100 pg ml~! of IL-2 (Biotechne, Lille, France) was added to the culture
medium until day 14, when the cells were collected.

In vitro assays for testing the immunomodulatory effects of
WJ-MSCs and ELCs on the proliferation of PBMCs

One-way mixed lymphocyte reaction. To determine whether WJ-MSCs and
ELCs function as alloantigen presenting cells, one-way mixed lymphocyte
reactions were performed. For this, freshly isolated PBMCs were added to
WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ratio and allowed to proliferate in co-culture for
3 days. PBMCs seeded alone were used as control. Co-cultures were performed
either by putting the two cell populations in direct contact or by separating
them using a TW membrane (pore size: 0.4 pm; Millicell Inserts, Dutscher,
Brumath, France). After 3 days of culture, non-adherent immune cells,
adherent ELCs and WJ-MSCs, and supernatants were respectively collected
for DNA quantification, RNA extraction and cytokine dosage.

Mitogen-stimulated  proliferation of PBMCs. To determine the effects of
WJ-MSCs and ELCs on the PHA-stimulated proliferative response of allogeneic
PBMCs, freshly isolated responder PBMCs stimulated with 10 pgml~! PHA
were added to cultures of WJ-MSCs and ELCs, as described above. Cultures of
unstimulated and PHA-stimulated PBMCs seeded alone were used as controls.
Co-cultures were performed either by putting the two cell populations in direct
contact or by separating them using a TW.

Co-culturing of WJ-MSCs and ELCs with T or NK cells

Immune cells (expanded T or NK cells) were cultured for 3 days with
WJ-MSCs and ELCs at a ratio of 1:1 in RPMI-1640 10% FBS containing
100 pygml~! IL-2 for co-culturing with T cells and in a-minimum eagle
medium 10% FBS IL-15 containing 50 ng ml ™! for co-culturing with NK cells,
either allowing for direct contact or keeping the cells separated by a TW. For
inhibition experiments, the cells were cultured in the presence of 60 pm
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SB-3CT, a specific inhibitor of MMP-2 and MMP-9, and 1 mm of the IDO
inhibitor 1MT.

Measure of immune cell proliferation

DNA from immune cells (PBMCs, T cells or NK cells) in co-culture was
measured as a marker of cell quantity using Hoechst 33258 (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) as shown by Poleni et al 83,

Flow cytometry

Cells were incubated in 0.5% human serum albumin in phosphate buffered
saline staining buffer and stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-,
phycoerythrin (PE)- or allophycocyanin-conjugated antibodies or correspond-
ing isotype controls (CD25 FITC, CD45 FITC, CD90 FITC, B7H1 FITC, FoxP3
PE CD34 PE, CD73 PE, CD105 PE, B7H4 PE, CD3 allophycocyanin from BD
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA; and CD16 FITC, HLA-DR PE, NKG2D
PE, CD86 PE, CD56 allophycocyanin from Miltenyi Biotec, Tubingen,
Germany) for 30 min at room temperature followed by two washes in staining
buffer. For intracellular staining of FoxP3, cells were fixed with 1% parafor-
maldehyde and permeabilized with phosphate buffered saline 0.5% human
serum albumin, 0.1% Triton X-100. Labeled cells were acquired by FACS
Canto I (BD Biosciences, Francklin Lakes, NJ, USA) and 100 000 events were
analyzed using FACS Diva Software (BD Biosciences). For double or triple
staining performed by flow cytometry, isotype controls were used to place
region and quadrants. Immune cells were immunophenotyped after co-culture
with or without WJ-MSCs or ELCs under direct contact or TW conditions, in
the presence or absence of IDO and MMPs inhibitors. NK cells were identified
as CD16"CD56" cells and the expression levels of NKG2D and CD73 were
determined by gating this population. For T cells, the CD25 marker was
quantified after gating the CD3+ population. Tregs were identified as CD25%
FoxP3* cells, after gating on the CD4" population. The WJ-MSCs phenotype
was evaluated before and during differentiation into ELCs by verifying the
expression of CD73, CD90 and CD105, and the absence of CD34 and CD45.
Expression of two immunological markers, HLA-DR and CD86, was also
monitored.

Real-time quantitative PCR

After removing the suspension of lymphocytes from co-culture, total RNA
from adherent cells was isolated using QIAzol lysis reagent and RNeasy Micro
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
One hundred nanograms of total RNA was reverse transcribed using iScript
c¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Real-time PCR was
performed using iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and the
StepOnePlus system (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). The indicated
genes (Supplementary Table 1 and Supplementary Material) were analyzed by
choosing ribosomal protein 29 (RP29) gene as the housekeeping gene for
normalization.

Cytokine determination in cell culture supernatants by cytokine
bead array

IL-12p70, tumor necrosis factor, IL-10, IL-6, IL-1p and IL-8 concentrations
were quantitatively measured in culture supernatants using the BD Cytometric
Bead Array Inflammation Kit (BD Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions.

Detection of MMP-2 and MMP-9

Gelatin zymography was performed on culture supernatants to assess secreted
MMP-2 and -9 activities, as described previously.?* Gels were scanned with a
calibrated GS-800 imaging densitometer (Bio-Rad) and analyzed using Image]
(National Institutes of Health, USA).

INF-y detection by enzyme-linked immunosorbent assay

Cultured cell supernatants were collected after 3 days of co-culture and tested in
triplicate for the production of INF-y (Peprotech, 900-M27; Neuilly sur Seine,
France) by enzyme-linked immunosorbent assay according to the manufac-
turer’s instructions. The enzyme-linked immunosorbent assay plates were read
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at OD 405nm with a standard microplate reader (Multiskan EX, Thermo
LabSystems, Helsinki, Finland). The results were expressed in ngml™1.

Statistical analysis
Data are presented as mean +s.e.m. for each condition. Pairwise comparisons
were performed using one-factor analysis of variance with Fisher’s correction
(Statview IVs, Abacus Concepts Inc., Berkley, CA, USA). Differences were
considered significant for P (rejection level of the null hypothesis of equal
means) values<0.05.
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ABSTRACT

The ability of natural killer (NK) cells to kill tumor cells without the need to recognize a
tumor-specific antigen provides advantages over T cells and makes them appealing for a use
as effectors for adoptive immunotherapy. However, the full therapeutic potential of NK cell-
based immunotherapy has not been fully investigated in the context of leukemic relapse after
hematopoietic stem cell transplantation. Today, patients relapsing after hematopoietic stem
cell transplantation are often treated with donor lymphocyte infusion (DLI) based on small
cell fractions frozen at the time of the stem cell transplantation. Since peripheral blood stem
cells are increasingly used as stem cell source and as source of cells for DLI, we aimed to
evaluate the impact of G-SCF mobilization on NK cell phenotype and functions. Therefore,
we compared the expansion capacity, the phenotype and the function of NK cells from blood
for healthy donors, from allogeneic HSCT healthy donors or from autologous HSCT from
patients. We also determine the impact of G-CSF on NK cell subset repartition before and
after expansion in presence of IL-15. Our results showed that G-CSF administration to
patients decreases CD56°"8"CD16" NK cell population, proliferation and function.
Overcoming this impairment in lymphoid capacity may be important to facilitate post-
transplant immunotherapy.

Keywords: granulocyte-colony stimulating factor; natural killer cells; expansion; cytotoxicity;
immunotherapy.

RESUME

Les cellules Natural Killer (NK) sont capables de lyser les cellules tumorales sans la nécessité
de reconnaitre un antigéne tumoral spécifique. Cette propriété leur confére un avantage par
rapport aux lymphocytes T et les rend intéressantes a utiliser en tant que cellules effectrices
pour I’immunothérapie adoptive. A ce jour, le potentiel thérapeutique des cellules NK n’a pas
ét¢ complétement exploré notamment dans le contexte du traitement de la rechute post-
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Actuellement, les patients en rechute post-
greffe sont traités avec des injections de lymphocytes du donneur (DLI) parfois issues de
petites fractions du greffon de cellules souches hématopoiétiques congelées. Les cellules
souches périphériques étant fréquemment utilisées comme source de cellules souches et
parfois utilisées comme DLI, nous avons souhaité évaluer I'impact du G-CSF sur le
phénotype et les fonctions des cellules NK présentes dans ces fractions. Dans cet objectif,
nous avons comparé différentes sources de cellules NK isolées a partir de sang de donneurs
sains, de sang mobilisé de donneurs sains ou de patients et observé 1’évolution des différentes
sous-populations de cellules NK issues de ces prélévements au décours d’une expansion en
présence d’IL-15. Nos résultats ont montré que ’administration de G-CSF diminuait la
proportion de cellules NK CD56™¢"CD16" au profit d’une population CD16, diminuait la
prolifération des cellules NK lors de I’expansion en culture, et modifiait les propriétés
fonctionnelles des cellules NK.

Mots clés: granulocyte-colony stimulating factor; cellules NK; expansion; cytotoxicité;
immunothérapie.
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