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AVANT -PROPOS

/ITLQVXIILVDQWH UpQDOH FKURQLTXH HVW XQ HQMHX PDMH)>
de plus en plus importante de la populatiha. transplantation rénale est astament

considérée comme le meilleur traitemetld OfLQV XIILVDQFH UpQDOH DX VW
transplantation atigénique est associéaiaeréaction de rejejuiaméne a la destruction glu

RX PRLQV UDSLGH GH @ifhpddel deQrisqletiostentieB@® rovbidité et de

mortalité. Cependantes traitements immunosuppressedpivent étre donnés gie aux

receveurs pour prévenir le rejet de greffe Le développement de nouveaux
LPPXQRVXSSUHVVHXUV D SHUPLV G H¥ceptaaionX @esV @éifons VD W L\
rénaux. Actuellementle traitementanti rejet comprendune trithérapie associant des
inhibiteurs de la calcineurine (ICN), dmycophénolate moféti(MMF) et des stéroides.
Néanmoins legmmunosupresseurclassiqus induisent desomplications liées a leur effets
indésirables y compris la néphrotoxicitéasey and MeieKriesche, 2011) O fhizitation

du risque de maladies cardiovasculaif@sumpos, et al., 201%gt le dabéte(Tufton et al.,

2014) 1l est ainsi souhaV DEOH GYpYDOXHU GH QRXYHOOHV WKpUDS
FHOOXODLUHV DILQ GH UpGXLUH OfXWLOLVDWLRQ GHV WL
greffe.

/ITLQWpUrwW GHV WKpUDSLHVY FHOOXODLUHV GD@&dansl FRQWI
leurs propriétésmmunomodulatrices &HV FHOOXOHV SRXUUDLHQW PRGXO
voies effectrices et régulatrices, et ainsi promouvoir le potentiel du systeme immunitaire de
OTK{WH j FRQW U{O Heb desRlldgreBR\QMH:t hlP FOXAD

En particulier, les cellules souchesmésenchymateuse@CSM) apparaissent comme une

thérapie cellulaire prometteuseatransplantationLes CSM ont été largement testés au cours

des dernieres décennies, dans des essais cliniguesisen de leurs multiples fonctions
biologiques, y compris de différenciation en multilignée, de réparationdiesiet leurs

propriétés immunaégulatrices. Cependantednombreuses études ont montré que, malgré
OYDPpOLRUDWLRQ IR @B WrefRY qpred @ HraGplavitatot d© QSM, leur
différenciation ultérieuH HQ W\SH FHOOXODLUH DSSURSuWtogn j OTRL
transitoire (Katsha et al., 2011) /YHIILFDFLWp WK pdglDI8H XodhdsXxH GH'
mésenchymateusegseffées est également dépendante du microenvironnement et donc du site

de transplantation.
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/I THQVHPEOH GH VsHant suggénddasub Ved QM exercentleurs effés
thérapeutiquesprincipalementau traversdes facteurs trophiques sécrét®&e nombres
GIpWXGHYVY H[SORUHQW OHV IDFWHXUV ELRORJLTXHV SUpV
CSM. &HV PLOLHX[ VRQW Fe BtSIEtfAtieits GOAIUBIER étRritiaist certaines

fonctions biologiques similaires a celles des CSM.

/INXWLOLVDWLRQ ¢IEHRE¥EKP IBRGpPpWRYYW SHUPHWWUH GH VDI
OLpV j OTXVDJH GLUHFW GH &60 ULVTXH ElRdOmuBLANXH LQV
pulmonare). En effet, les exosomes sont des microvésicseesétéepar toutes les cellules
contenant des protéines, des ARl¢s lipides etsontimpliquées dans la communication

intercellulaire. lls pourraient donc contenir des facteurs immunomodudateur

Notre étude consist¢ YDOLGHU OfHIIHW G H][R ViRoPst différeriisliyppsy GH &6

cellulaires du systeme immunitaire
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INTRODUCTION

I. LES CELLULES SOUCHES

1.1 Généralités

Les cellules souche (CS) sont des cellules indifférentiéel XL SRVVgGHQVWWUBHY SURS
renouvelementet de différenciation.Ces cellules sont capableGTXQH SDUW GH VT
renouveer, FTHAMOAL U H T X  H GO dbnwant taisdahdeé td des cellules filles identiques a

la cellule mere (division symétie ) pendant une période indéfinie pour maintenir leur
SRSXODWLRQ lesST@sX¥WOW FDEWEOHY GH VH GLIIpUHQFLHU HQ
possédantine morphologie et une fonction qui sont spécifiques du t3stie propriété suit

une divison cellulaire asymétrique, qui donne naissance a deux cellules filles différentes,
OXQH LGOOWHHXBIXOH PqUH HW OYDXWUH HQJDJpH GDQV X

Les CS sont plus souvent classén fonction de leur pouvoir de différéatoon:

x les cellules souches totipotentdbéoriguement capables de donner naissance a
toutes lesOLJQpHY FHOOXODLUHV GTXQ LQGLYLGX \ FRPSUI
FHOOXOHV VRQW LVVXHV GHV SUHPLQUHV GLYLVLRQV
développement. dont le stademorula.

x Les cellules souches pluripotentgguvantengendrertoutes les lignées cellulaires
sauf les annexes embryonnaires. Elles correspondent aux cellules issues du stade
EODVWRF\WHYV MXVTXY{YDX VWDGH I°WDO

X Les cellules sathes multipotente§ XL FRQVWLWXHQW OHV FHOOXOH)
ou adultes, pouvant se différencier en un nombrétdirde cellules spécialisées
etoriginaires du méme feuillet embryonnaire. Ce sont par exemple les cellules
souches hématopoiétiques.

X Les cellules souches unipotentamnt des cellules capables de ne se différencier
TXTHQ XQ VHXO W\SH FHOOXODL UddtcdPedduvelednt I DUGHQ W

Cependant, les CS peuvent également étre classés en fonction de leur origine. Il existe trois

types de CS

12



X les cellules souches embryonnaires (B, VRQW LVVXHV GH OD PDVVH
EODVWRF\VWH =~ XQHFHMO@OXOWXUNWNGHHY GHV GLYLVLRQV
,PSODQWp GDQV OTXWpUXV OH EODVJWdetas Viablel. AUQWLHU
stade de blastocyste (5eme jour de développement), chacune des cellules de sa masse
LQWHUQH HVW SOXULSRWHQWH YRLUH WRWLSRWHQW|
embryonnaires (mésoderme, endoderme, ectoderme) et les tisemsdguivent. Une
fois le blastocyste dissoci€, les cellules embryonnaires perdent la possibilité de se
développer ultérieurement en un embryon. Cependant, elles peuvectlétges in
vitro j OTLQILQLFRMERXMNU YOI W O H Xlurip&dnteD FHWg WD UGHH GW )
JpQRPH LQWDFW ,0 HVW GRQF SRVVLEOH GYREWHQLU
SOXULSRWHQWHYV j SDUWLU GYXQ SHWLW QRPEUH GH
Placées dans des conditions de culture précises, ces cellules onte@yddecapacité
de se différencier en une variété de cellules magpécialisées correspondant a tous
OHV WLVVXV GH OfRUJDQLVPH OH VDQJ OH PXVFOH O

X OHV FHOOXOHYV svunkdeb KaHwesl mipaiertds, qui sosues de tissus
[°WDX[ j] XQ VWDGH EHDXFR X S9)3j0eXe/stid® deDlastrocyte VHP |
embryonnaire. Elles sont généralement éssutGfXQH LQWHUUXSWLRQ YF
grossesse et sont déja en partie déterminées et spécifiques dGdssdules ont
plusieurs avantagesun meilleur adressageapres leur greffe, une plus grande
multipotentalité et une plus faible immunrgénicité compas aux cellules souches
adultesDe plus, leur utilisationestmoinscontroversée du point de véthiqueque les
ES 29'RQRJKXH DQG )LVN

X les cdlules souches des tissadultes sont présentes dans plusieurs tissus et sont,
pour la plupart, déja engagées dans un programme tissulaire spécifique, ce qui
H[SOLTXH OHXU KpWpURJpQpLWp OrPH VL FHUWDLQHYV
formation ou ala régénération de tissus distincts (multipotence), elles ne sont pas
comme leurs homologues embryonnaires, totipotentes. Chez l'adulte, ces cellules

servent a réparer les tissus lésés, malades, ou simplement vieillissants

Depuis 2006, une nouvelle catég de CS a été identifiée, ce sontitetuced Pluripotent

Stem Cells(iPS). Les iPS sont des cellules souches issues de la reprogrammation par
PDQLSXODWLRQ JpQpWLTXH GH FHOOXOHYV GLIIpUHQFLpHYV
identifies dansles CS embryonnaires, Oct3/4, Sox2, KLF4, @iy, dans des cellules

différenciées induit une dédifférenciation de cetteseur conférant ainsi des propriétés de
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pluripotence. Cette découverte paamanakaet son équipe en 2006 permet de contourner les
OLPLWHYVY LQKpUHQWHYV j OfXWLOLVDWLRQ GHV &6 &PEU\RQ(
a valu a leur auteue prix Nobel de médecine en 2002z2kahashi and Yamanaka, 2006)

I.2 La cellule souche mésenchymateuse (CSM)
[.2.1 Généralité

En 1960, Alexander Friedenstejndécrivit pour la premiere fois OfH[LV WddIQIeésH GHV
immaturesissues dela moelle osseuse de rongeuet capables de édelopper, aprés
implantation sous la capsule rénale du tissu fibreusét OfRV HQ SOXV GH OD PRH
remarqua également la formatio8 {XQH FRORQLH FHOOXODLUH GH PRU
adhérente au plastique a partir de cellules stromelsrdoelle osseuse de rongeurs. Ainsi il

a été misen évidence que ce type cellulaire est capable de fodescolonies in vitro,

nommeés ColonyForming UnitFibroblasts (CFLF) (Friedenstein et al.,, 1970)Les

capacitésG 1D X W R U H Q BtXi¢ différendi&idrQcatactéristiquele ces cellules ont été

montres SOXV WDUG GOvkbOQdpanX ESHen&din, 198&n 1991, OpTXLSH

de Caplana introduit le nom de cellules souches mésenchymateQShd) (pour caractériser
FHWWH SRSXODWLRQ GH FHOOXOHYV j OTRULJLQH QRWDPPH
et des fibroblastéSaplan, 1991)Par la suitela capacip GIDXWRUHQRXYHOOHPHQ!
été démontré O R Wuve €tddedécrivant leur divisiorpendant plusieurs générations sans
changement de morphologie ni perte de leur pouvoir de différenci@ioner et al., 1997)

La démonstratioin vivo de leus capacité Gafitorenouvélemergrrivera beaucoup plus tard

en 200 DYHF OH WUDY DR.@iaBdd(Sagtpertixel. 8. H20G.H Q OfpTXLSH Gl
Pittengeravait rapporté la possible multipotence des CSM, ces cellules sont capables de se
différencier en cellules mésodermiqu@s vitro, plus précisément erhondroblastes,
ostéoblastes, et adipocytes ou fibroblgstemites es cdules appartenant a la voie
mésodermiquéPittenger et al., 1999)En outre,les CSMpeuvent donner naissance a des
FHOOXOHVY PDWXUHV SURYHQDQW GHV WURLV IHXLOOHW
spécifiquesin vitro RX GYDJHQWYV GpPpWK\O & WiNleS $ialsfsds Hu $LQVL
feuillet ectodermique (Qian et al., 200§) neuroectodermiquéKhoo et al., 2008) et
endodermiquéCampard et al., 2008)euvent étre obtenuesfHQVHPEOH GH FHV WUL
SHUPLV OYLGHQW lpopaDidl Hdz CFIS Deuckllule® possédant des propriétés

14



ELRORJLTXHVY GH FHOOXOHV VRXFKHV l#ngteingps tohkidéré®@ TR UL J |
FRPPH PpVRGHUPLTXH LO D pWp FHSHQGDQW PRQWUp TXIL
de différentessources embryonnaires et notamment du neuroépithélium de la créte neurale.

CesCSM seraient particulierement impligg¥ GDQV OfpWDEOLVVHPHQW GHV Q

cellules souches hématopoiétiques (§SH

La proportionde CSM SDUPL O fHQVHREetieéesHgt dstintdd Kiveau de la
moelleosseusga 0,01 & 0,0001 %roberts 2004)Leur quantité est encore plus faible dans le

sang de cordon et le sang périphérique. Cette faible proportion nécessite leur exipansion

vitro avant toute utilisatin clinigue. De nombreux travaux ont étudié le phénotype
membranaire des cellules obtenues a confluence et au cours de passages suivants. Ces études
ont clairement montré que les cellules adhérentes constituaient une population de cellules
mésenchymateuseBstincte des populations hématopoiétiques ou endothéliales. Plus de 50
protéines de membrane caractérisent les CSM cultivées dans les conditions standardisées
établies par les équipes du projet européen Gendsieeibord etal., 2011; Delorme et al.,

2008)

[.2.2. Phénotype et Caractériston desCSM

LesCSM VRQW GHV FHOOXOHYV GIYDSSDUHQFH ILEUREODVWLTX
de surfacela caractérisation précise ddSM QTHVW SRXUWDQW SDNeupeY LGHQW
DFWXHOOH DXFXQ PDUTXHXU V Sherdlud, T ¥xisteQuii® vaixbiltdV UH L G
GIH[SUHVVLRQ GH FHUWDLQV PDUTXHXUGSMIQ IRQFWLRQ GH

En 2006 OT,. OWHUQDWLRQDO 6RFLHW\ [Rhin&iHO @.X@WDANA 7KHUD
proposé des standards de caractérisatio€8&4(Figure.1), qui comprennent:

X &DSDFLWp GYDGKpUHQ FH inRitr® @aKsOded_¢dhtlitibns de @uityaéV L T X H
standards

X Un phénotype cellulaire définiparcRPpWULH HQ I1OX[ HQ XWLOLVDQW
GH VXUIDFH GRQW OYfH[SUHVVLRQ HVW SRVLWLYH HW X
négative(Tableau 1)

X Un potentiel de différenciation multipoteint vitro dans des conddns standards vers

les trois voies mésenchymateuses : ostéollastendroblastes et adipocytes
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/IHV FHOOXOHV VRXFKHV QfpWDQW SDV GLIIpUHQFLpHYV
marqueurs speécifiques. Donc aucun de ces marqueurs ne peut étre éonsidér
individuellement comment spécifique désM /fHQVHPEOH GHV PDEETXHXUYV
VXIILVDQW SRXU GplLQLU OD SRSXODWLRQ HQ OSYDE\
différenciation en précurseurs adipocytaires, ostéogéniques et chodrogénilgaesrd

and Casteilla, 2011)

Figure 1. Isolement et différemiation des CSMin vitro déterminés par O Y ,6 & 7

Des CSMont été isoléepar leur capacité Gafiihérere au plastc de plusieurs tissuadultes
HW ux Wabs la condition standard, ces cellules présenerRUV GH OifiMfré ® VLR Q
morphologie fibroblastique. Les marqueurs phénotypiques les plus cowwamtsCD105,
CD73,CD90 ,0 QM\ D SDV GH P DUhénatxpdivtiqBasi GHLA Qeocladse .
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In vitro, les CSM sont multipoterset peuvent se différeier en adip@ytes, ostéoblastes et
chondroblastes.

3UgV GI1XQH GpF Qditkds &SI X6\& Ve@hbo@s entierement résolus du fait de

ID FRPSOH[LWp HW OYKpWpURJpQpLWp GHV SUpSDUDWLRQ
IRQFWLRQ GHV GLIIpUHQWHY VRXV SRSXODWLRQV HW OHXU
régénérationin vivo reste limitée. La mise au point de définitions reposant sur les
caractéristiquesdes CMSsin vitro QYD P DO KH X pds Xaidd PaH @sgudre les
caractéristiques de ces cellulesvivo SXLVTX{LO H[LVWH GHV SUHXYHV
PDUTXHXU i@&Tdéni§ue Hgbale entre les cellules fraichement isolées ou cultivées
(Harichandan et al., 2013)

Phénotype

([SUHV VLR Q eSdeB@fét Spiaiiques

Ag présents a la surface dESM( *95%) Ag absents de la surface de CSM2%)

&' 6+ HFWR § QXFOp CD19 (lymphocytes B)

CD90+ (Thy1) CD34- (progeniteurs hematopoietiques/cellul

endotheliales)

CD105+ (endoglin, SH2) CD45- (marqueur leucocytaire)

CD79 .- (lymplocytes B)

HLAD + HQ OJYDEVHQFH GH
OTLQWRHUIPURQ

CD11b or CD14 +(monocytes et macrophages)

Tableaux 1: Caractérisation des CSM par immunomarquage en cytométrie en flux
G 1D Sldmwici et al. 2006
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[.2.3.Localisation et soures tissulaire des CSM

Aprésla découverte initialeesCSM dans lamoelle osseuse, la moelle ossefugeonsidérée

comme la source la plus sdre et la plus accessibeSi¢ & HSHQ G D Q WSMafdhX WU HV
des caractéristiques biologiques similaires ont B" ROpHYV | SDUWLBMEBIXQH J
GIDXWUHV WL¥Yduked ¢ tdsh &ligauxXRX et al., 2001)le liquide amniotique

(Anker et al., 2003)le placentaSabapathy et al., 2012la veine et les artereudordon

ombilical (Erices et al., 2000Capelli et al., 2011)la gelée de Wharton du cordfivang et

al., 2004) le sang périphériqué&hong et al., 2012)le cartilage(Alsalameh et al., 2004)a

pulpe dentair€ Gronthos, 2011)le foie (Campagnoli et al., 2001; Najimi et al., 200Te
cerveauKang et al., 201Q)Jle poumon/Lama et al., 2007)

&HWWH ODUJH GLVWULEXWLRQ GDQV OHV GLIIpUHQWHYV SD
potentiel des CSM dans la réparation des tissus et la régénération tout au long de la vie de
OfLQGLYLGX

|.2.4. Roles physiologiques des CSM

%LHQ TXH OfpWXGH GHV &60 VH VRLW EHDXFRXBgueFFUXH D
2), la fonction de CSMn vivoreste mal définie. Les CSM exercent des fonctions spécifiques
GpSHQGDQWHYV GX WLVVX G 1 RdiyLueda@Hedd&VeleXsertR@&mtH [ WH S K\

1.2.4.1.Réle dans la niche hématopoiétique

Le systeme immunitairdérivede CSHde la moelle.Les CSH reconstituent des centaines de
milliards de cellules sanguines par jour tout en se maintenant pendant desedéadravers

un ensemble des processus intrinséaieextrinseque$Ding et al., 2012)Il a été proposé

gue les cellules souches hématopoiétiques résident damgcrgenvironnement confiné et

distinct amelé niche (Morrison and Scadden, 2014)Ces niches contréleraient la
GLIIpUHQFLDWLRQ OYDSRSWRVH RX HQFRUH OfHESDQVLR
comprennent les cellules souches et les cellules stromales qui communiquent entre elles par
LQWHUDFWLRQV GLUHFWHY RX SDU OLQWHUPpPGLDLUH GH"
YDVFXODULVpHYV DILQ GYDSSRUWHU @Havmigaion deX ¢eNulés\vV W p P L
souches. Enfin, des neurones ont été identifies au sein des niches de cellules souches

participant a laégulation de leur mobilisatioiones and Wagers, 2008)
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Dans la moelle, les CSM semblent présenter un role prédominant. En effet, elles ont été
identifiées comme une composante majoritaire des niches de CSH de nexitdle@vant les
afférences des nerfs adrénergiqUéstayama et al., 2006; Méndézrrer et al., 2010)et
participant a la fois au contréle de la diénciation des CSKSchurch et al., 2014ét au

recrutement des cellules hématopoiétiques mattresand Pamer, 2011)

Figure2 5HSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GIXQH QLFKH GH FlI
composants ellulaires La niche est une structure complexe et dynamique qui transmet et

recoit des signaux a travers des médiateurs cellulaires et acellulaires. Ce schéma représente

une structure de niche hypothétique, qui résume les composants connus des niches de
mammiferes précédemment décrites: la cellule soucharéime, les cellules stromales, les

facteurs solubles, la matrice extracellulaire) L Q Q H UeYr@s3dau R/@sculaire et les
composants d'adhésion cellulaire. 1l est important de noter que bien querdbreux
composants de niche soient conservés, il est peu probable que chaque niche inclu
nécessairement tous les composants répertdrEs. composition et leur structure va varier

en relation avec leur fonction tissulaingones and Wagers, 2008)

La différenciation de€SM HQ RVWpPpREODVWHY GDQV XQH IRQFWLRQ G
osseuse a étrapidement décritén vitro (Taichman et al., 2001, 1997Mes expériencesx

vivo montrent que des CSM favorisent la survie et la prolifération déb énSculture mixte

(Dexter et al., 1977)Plus tard, ¢/ D X W U H \in vipd\ot @éidntré que des ostéoblastes
dérivésdesCSM contribuent a la régulation des cellules hématopoiétique primitivasi et

al., 2003; Zhang et al., 2003 es ostéoblastesontla premere population mésenchymateuse

décritedans lesniches chedes mammiféres adultes. Elldapissent la surface de l'os a la
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surface endostéale et sont une composante crdeidéeniche en jouant un role de régulateur

lors de nombreusedapes du développemdmmatopoiétigel(Garrett and Emerson, 2009)

,OV H[SULPHQW GHV OLJDQGYV PHPEUDQDLUHYV GHV UpFH:
contribuent au maintien et a la régulation des CSH dans la.ni§ffie X WUH GIHYoMt OHV
retrouvées dansed régions adjacentes aux vaisseaux sanguins sinusoidales dans la moelle
osseuse. Ces cellulesRQW j SURJ[LP LMpulaBdhXI© EISNKEsKH etdes cellules

CAR (CXCL12abundant reticula), qui expriment des facteurs régulateursC&H (Méndez

Ferrer et al., 2010; Sugiyama et al., 200@t la déplétion sélective par des anticorps
antiNestin+ des CSM ou des cellules CAR ont un impact direct sur le nomtx@Hiet leur
homéostasiéMéndezierrer et al., 2010) Récemment, des étudies ldern et ses collegues

ont montrégue les CSM médullaires impliquées dans le renouvellement tissulaire et les CSM
MRXDQW XQ U{OH GDQV OD UpJXODWLRQ GHV QLFKHV GH'
embryonnaires. En effet, les CSM Nectin+ originaires du neuroépithélium de la créte,neural

au travers de la synthese de CXCL4@ indispensables pour assurer la migration des CSH

du foie vers la moelle osseudda naissancet ainsipour constituer les niche médullaires de

CSH, tandis que les CSM Nestissus du feuillet mésodermiquesrd#ent avoir un role de
progéniteurs des tissus osseux et articuldisesn et al., 2014)

Des études ultérieures sur la compréhaensies systémes de régulation @®@fHQVHPEOH GF
mécanismes complexdsrs de O KpPBWRE R/ RQW HQ FRXUV J/FfLGHQWL
SRSXODWLRQV GHV &60 GH GLIIpUHQWHY RULJLQHYV HW OH}X

constitue un enjeu pour le développement clinique

1.2.4.2.Réle dans la régénération tissulaire.

Chez le mammiferd GXOWH XQ WUDXPDWLVPH VpYqUH SURYRTXH
de réparation spontanée quiplas souvent, ne permet pasfeDLQWLHQ GH OfLQWpJUL
La transplantatiorn vivo de CSM dans ces situations a mis en évidégwwes propriéts de
réparation.Plusieurs propriétés d€dSM ont démontrén vitro et in vivo, gopartement des
QRXYHOOHYV FOpV j OD PpGHFLQH UpJpQpUDWLYH HW OfLQJ]

X Homing:
LesCSM RQW OD FDSDFLWp GH PLJUHU MXVTXTBXQVLMHUGH
inflammatoire et de stimuler localement la prolifération et la difféereatiates cellules

progénitricegrace a lewwcapacité chimiotactiqus (Devine et al., 2003)
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x Différentiation:
Les CSM sont des cellules souches multipotentes puisqu'elles ont la capacité de se
différenciées dans certaines conditions en plusigssas mésenchymateux incluanO f{RV OH
cartilage, le tendon, le musg le tissue adipeux. Elles sont donc consideré@nme des

progéniteurs des tissus dérivant majoritairement du mésoderme.

X Plasticité:
Les CSM sont capables de se transdifférencier, ce qui leur confére une plasticité importante
DLQVL TXIYXQH JUDQ G H ellé3 h¢lriaied Eydlpmeht siBétertdr en des
FHOOXOHYV GYRULJLQH QRQ PpVRGHUPLTXHV WHOOHV TXH (
cellules épithélialeS/Vang et al.2011)

X Activité paracrine:
/IRUV GH OfLQMHFWLRQ GI$Mg6iGe dfforeSdibRt QuRi/B#al RIQisEh Hesé
est trop faible pour expliquer leurs capacités de réparatida ldsion. Des travaux récents
de thérapie cellulaire utilisardd CSM indiquent que les effets bénéfiguesetyvés, suite a la
greffe de cegellules sont principalement due a leur activité paracrine. C8M produisent
un large panel de molécules telles que des cytokines, des chimiokines et des facteurs de
croissand FRQIpUDQW GHV SURSULpWpPV LQWpPUHVVDQWHY GDQ
(Wang et al., 2011)

.2.4. 5{OH VXU OYLPPXQLWp

LesCSMintHUDJLVVHQW GH PDQLqQUH pWURLWH DYHF OHV FHOC
DX WUDYHUV GILQWHUDFWLRQV G Lslebnie HyantHuw rdleQde L U HF W
PRGXODWHXU GH FHUWDLQH IRQFWLRQ GHYSMKEWOeSOHY LPI
cellules immunitaires sera abordée dans la Chapitre 1.
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.25. /fDSSOLFDWLRQ :Wdgd Lin\jteX. WL T X H

Les CSM sont de bonnes candidates dans le cas de thérapies cellulaires car elles présentent
O 1D Y D®@WRaciliekhentisolables & partir Qufie grande variété de tissus, mais également a

cause de leur prolifération importante et rapide.

La consultation de la base de donnéesFof HOOH GH O Y 1d® M Wsantdk#taQ DWLR Q
Unis le 18 janvier 2016 montr@lus de578 essais lmiques utilisant des cellules souches
mésenchymateuses pour diverses applications thérapeutiques. La majorité de ces études sont
en phase | (27.6%) et Il (21.6%), ou en phase I/ll (41.9%). Ces essaigcalsds afin
GYipYDOXHU OH SRVeS3IM GH@ \EIORP ESPLOWLRQ GH OfRV G
traitement des pathologies cardiovasculairesjes maladies hépatiggje rénaés ou
pulmonaire, ainsi que sur des pathologies a composante immune telle que la maladie du
JUHIIRQ FR QW WM eQgKnalaties agimmunesChen et al,. 2016)
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[Il. MMUNOMODULATION PAR LA CSM

1.1 Généralités

Le theme immunomodulation est défini comme la manipulation du systeme immunitaire, soit
SDU OYDPpOLRUDWLRQ VWUDWpPJIJLH LPPXQRSRWHQWLDOL"
GILPPXQRVXSSUHVVLRQ GHV UpSRQVHV LPPXQdaWgdLUHV /
par différents agents, appelés immunomodulateurs, y compris des anticorps monoclonaux, des
cytokines, des glucocorticoides, des adjuvants, de la lumiére ultraviolette, ou la photothérapie
(Dhama et al.,, 2015) 'LYHUVHV VWUDWPpPIJLHV GITLPPXQRPRGXODWL

comme traitement ou dans le but de remplac&aements existant.

/ITLPPXQRPRGXODWLRQ HVW OYXQH GHV SURSULpWpV OD S
LQWHUDJLU DYHF OHV FHOOXOHY GH OYLPPXQLWpP LQQpH H
considérés comme des candidates intéressantes diEnstraitement des désordres
immunitaires. Ces effets immunorégulateurs ont été largement décvitso et in vivo. En

1984, lIstastadet Sachsdécrivirent un délai du rejet d'allogreffe par des souris irradiées puis
reconstituées avec des cellules deelie osseuse du donneur, ces cellules étant déplétées en
lymphocytes T. Le rejet d'une greffe d'un donneur tierce n'étant, au contraire jghés re

(lldstad and Sachs, 1984Par la suite les travaux dgartholomewet ses collegues ont

montrés que les CSM, suppriment la prolifératiorvitro GHV O\PSKRF\WHV 7 TX(fL!{
activés dans des réactions lymphocytaires migt#isR), ou stimulées par des activateurs
polyclonaux in vivo. Egalement, les CSM peuvent prolonger la survie de greffe de la peau

chez des babouin@artholomew et al., 2002Depuis ces premiers résultats, de nombres

études ont démontrées que les CSM affectent la fonction de différents types de cellules
immunitaires effectrices. En 200G6)ennieet al, ont montré que déCSM murines pourraient

inhiber la prolifération de lymphocyte B vitro (Glennie et al., 2005)ll a été egalement

démontré que les CSM interférent avec la différentiation, la maturation et les fonctions des
cellules dendritiques (DGRBeyth et al., 2005; Zhang et al., 200RJus tard, il a été démontré

TXH OHV &60 LQKLEHQW OYDFWLYDWLRQ HW OD SUROLIp
(Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2006la découverte des -capacités
GILPPXQRPRGXODWULRQ GHV &60 VXU GHV GLIIpUHQWH\
GILPSRUWDOQFH S RW¥ksdh) tles ek pieédritwetscliniqgues en tant que

traitement potentiel pour le traitement de maladies -Bmtounes et la modulation des
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réponses inflammatoires sont nombreusesueroa et al 2012 Kim and Cho 201&anchez
Bern4, Santiagdiaz, and Jiménealons 2015; Zhao, Ren, and Han 2016

[1.1.1. Profile immunologique desCSM (Immunogénicité)

ITLQWpUrwW GH WKpUDSLH F HeSt@ohGsBuletheht jd0oH] leur GapacBdd & 60
immunamodulatrice puissante etais estaussi d0 a leucapacité de réparatiobe plus pur

étre utiliséesles CSM doivent étre phénotypiquement acceptables par le recesteur
complément de leurs fonctions immunorégulatridéien que leS<CSM autologues soidrie

plus couramment utilisées pour les essais clinigeascapacité immunomodulate décline

DYHF @fddH, 2013)De plus la production des cellules GMBaod Manufacturing
Practices)industrielle colte tres chére 3DU FRQVpTXHQW OfYXWLOLVDWLRC
devient le plus répandue provenant des jeunes individus $aingro, un systemede co-

culture montre que les CSM autologues et allogéniques présentent le méme potentiel
immunomodulater, ce qui indique que ces effets sont indépendants des complexes majeurs
GYKLVWRFRPSDWd EHanO eiWlp 20&3IBiten que les CSM soient isolées a partir

GH GLIIpUHQWY WLVVXV HW SUpVHQWHQW XQrguewdsL YHUV L)\
endothéliaux et stromautoutes le<CSM exprimen faiblement certains antigenes de surface,

dont les molécules de CMH de classe | et les molécules -dénaolation (CD40,CD80 et

&' DLQVL TXTXQH DEVHQFH GYH[SUHVVLRQNG#H ¥ PROpPFXO!
2012) /THQVHPE&HproBlés permetaux &60 QIYrWUH SBsVcorthidtFRQQ X
alloantigénes par le systéme immunitaire de receveurs et se soustraire au rejet, contribuant

ainsi a leur hypammunogeénicité.

1.1.2. 3SODVWLFLWp GIfLPPXQRPRGXODWLRQ

/IHV &60 SHXYHQW GpWHFWHU DFWLYHPHQW OH PISF& RHQYLL
SXLV PRGXOHU OD IRQFWLRQ GHV GLIIpUHQWHHQuUreF OO XOH\
(Bernardo andribbe, 2013) La capacité immunomodulatrice des CSM dépend des types et

des concentrations des digteurs inflammatoires présendans le microenvironnement. En

fait, différents états inflammatoire peuvent influer le phénotype et le comportement des CSM,

ce quisuggerdeur FDSDFLWp GIDGDSWLWE R QRFPRAKX O MVEHRIU 3HQG |
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DLJXs GH OLQIODPPDWLRQ OD SURSULpWp GH UpJXODWLR
SRWHQWLDOLVpH SDU OfH[SR ViMamm&adresG lfidrie torcenikation F\W R N
telle que le TNF., INF-- RX Of,RX OTf,/és CSM adoptent un phénotype
LPPXQRVXSSUHVVHXHPEOH1)YWUH OH IDFWHXU PDMHXU T
immunomodulatrice des CSM en stimulant mat@ent la production des rtains facteurs

inhibiteurs (parexemple: IDO, PGE2 FKH] OYKRPPH HW 12 FKH] OH VRXL
chimiokines (parexemple CXCL-9, CXCL-10) (Li et al., 2012a) Par contre, lorsque
OfLQIODPPDWLRQ HVW IDLEOH LQIODPPDWLRQ FKURQLTXH
pro-inflammatoire. La faible concentration des cytokines-ipftammatoires est suffisamt

pour induire une augmentation de la production dégmiokines P D L ést(®&s suffisante

pour induire une expression substantielle des facteurs inhibiteurs. Dans ce contexte, les CSM
sont capabkede recrX WHU GHV O\P S K &lés\ MaldsdnDaxtivrRrirunGgiressive

sur la fonction lymphocytaireonduisants une inflammation plus important&enner et al.,

2009) 'H SOXV FHUWDLQHYV patex e VDRBOWH WERRMHOME Y, 186 0
DJLVVDLHQW FRPPH GHV FHOOXOHY SUpVHQWDWULFHV G{CLC
cellules T(Chan et al., 2006; Francois et al., 2009)
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Figure 3PlasWLFLWp G YL P P X@RISR EPRGD \WMIpR KD &d Gho, 2016

Sur un site ddésion tissulaire en réponse aux stimuli piaflammabires, tels que la

sécrétion des cytokines primflammatoires aun niveauélevé par les effecteur€ Hm@finté
innée,comme O Y -1) HB®VTNF. OHYV sk@Olarisent pour acquérir un phénotype
immunosupregsr. Les CSM immunosupressives produisent des chimiokines qui attirent les
lymphocytes sur le site de la lésion, et des molécules immunosupressiveXH Of,'2 HW OH
NO. Ces derniéressupprimentles fonctions effectricesles lymphocytes réceés En
conséquence, la réponse immunitaire est atiéret la réparation des tissusst induite
Cependantjorsque O L Q1O D esPfAikeLar @bsemt la concentration df, 1-) H/

TNF . HM&dérée La production de chimiokines ples CSM est maintenue et recrute des
O\PSKRF\WHV VXU OH VLWH LQIODPPDWRLUHIesEBML¥tOD SUR

insuffisané pour contrdler les fonctions lymphocytaiteim and Cho, 2016)
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La notion que les CSM peuvent étre edwgu@icensing par des stimuli inflammatoires,
souleve la possibilité de contréler lanttion des CSMn vivo dans différergs pathologis.
Aussi cette éducationdes cellulesex vivo par des cytokines p#mflammatoires, en
D XJP H QW DiQriuinsfjppidddaldes CSMa été suggérémour améliorer leur efficacité
cliniue (Marigo and Dazzi B11).

. OpFDQLVPHV PRGH GITDFWLRQ

Bien que les CSM soient corgsl pou leur capacitéa moduler la réponse immenen
interagissant avec des cellulee Hf LPPXQLWp LQQpH sH\&cabDsenB &AOWLY H
impliqués dans ces effets des CSM, netspas encore clarifiéDes étudies publés ont

montré que cesffetsimmunomodulateurétaiert liés a des interactions avec diverses cellules
immunitairesSDU OTLQWHUPpGLDLUH GH PpFDQLVPHV GLIIpUHQW

mécanismes contadépendent ou des facteurs secrétégyadKazan et al., 2016)

X Activité paracrine ces cellules sécretent des substances biologiquement actives,
dépendent des microenvironnements (des facteurs de croissance, des cytokines et de
chimiokines).

x Contact cellulaire qui implique une interaction physique entre des différent
antigenes membranaires des CSM avec leurs cibles respectives exprimées sur des

cellules immunitaires.

En ce sens, les CSM ne peuvent pas étre @éfcomme des cellules immunitaires mais

plutdt comme des coordinateurs du systeme immunitairevgduijn, 2015) De nombreux

facteurs et des cytokines ont été signatiimme pouvant prendre part a ces effets régulateurs

GHV &60 LPSOLTXDQW GHV YRLHV GLYHUJHQWHSUrle8Q JUDC
réle paracrine, suggéraque dedacteurs secrétés somsl médiateurs principaux impliquées

GDQV OfYLPPX0Q BRRSM & DOM L Q veradinédd études aussi suggérent que le

contact cellulaire est plus importaftiang et al., 2005; Krampera et al., 200Blus tard
GIDXWUHV DFWHXUV RQW L QGLT Xgpar kesHCEMEQrRMZQriRaetX SSUH YV

cellulaire et facteurs solublégnglish et al., 2009a)
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Figure 4: Immunosuppression médiéepar le CSM: PRGLILp QGJUD?S lgég C€SM
influencent le fonctionnement de nomises cellules immunitairesklle peuvensugorimer la
prolifération des lymphocytes T auxilias (Th) etcytotoxiques. En outre, la différaation
enTh2 et lymphocytes T régulateifreg) est déenchée, ce qui entraine un envirement
anti-inflammatoire. Les CSM inhibent la maturation des cellules dendritigues (DC). Les
monocytes sordussiciblés par ls CSM pour se différerer en phénotpe M2 qui est un
phénotype artinflammatoire. Ainsi, la prolifération et la fonction effectrice des lymphocytes

B etcellules NK (nature killer cell) sont également intabpar les CSMGazdic et al., 2015)

Dans le systemanmunitaire, les cellules immunitaires et non immunitaires sont étroitement

lites ensembles dbrment un réseau complexe @emmunication cellulaire permettant

O 1R WalianQ@é& W réponse immunitaivés-a-vis de stimuli extérieurs. Ainsi, la complicité

GH OfLQWHUDFWLRQ GHV &60 HWeGBWL WHXWHWY W HOD XUPpN X OW
combinaison de sedeux mécanismes. De nombreussherchesont en cours pour mieux
comprendre les mécanismes immunomodulateurs des CSM pour améliorer leuitéfficac

clinique.
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[1.2. Immunomodulation des cellules du systeme immunitaire adaptatif.

Les cellules de limmunité adaptative sont les principatdkiles médiatrices de maladies
auteimmunes telles que le diabete de type | ou la sclérose en plaquesdiiteSgalement
LPSOLTXpHV ORUV GH UpDFWLRQ GX JUHIIH FRQWUH OfTK({V
I'inhibition de l'activation, de la pfifération et de I'activité dees cellules par le CSM a été

exploré au cours des 2@ernieresannées.

[1.2.1. Lymphocytes T
11.2.1.1. Généralité

/INDFWLYDWLRQ GHV O\PSKRF\WHV 7 LQGXLW GHV IRQFWL
meédiateurs primaires de nombreuses maladiesiautwnes, inflammatoires ainsi que du
rejet de greffe et de la maladie du grefdRQWUH OfTK{WH

/ITDFWLYDWLRQ VSpFLILTXH G 1D Qywphbay@es Thh#Wen®dne6illd | pUH QW
génération de phénotypeariésde lymphocytes Tqui peut 8UH GplILQLH SDU OYDFTX
profils caractéristigues de sécrétion de cytokines, ntEanismes cytotoxiques ou de
propriétés régulatricedaech et al., 2002)A la suite des réponses immunitaires adaptatives
spécifiques de l'antigene, une petite proportiofydghocytesT activés persiste en tant que

celules mémoire. Hles ont la capacité de répondre plus rapidemeptust puissenment a

des rencontres secondaires avec le méme antiGesecellules mémoisgpeuvent conserver

le phénotype effecteumnduit lors de I'activation pmaire. Lorsque ces celks mémoires sont
correctement coordonnées et régsjda di\ersité des phénotypes effeatededymphocytes

T permet une protection immunitaire contre une multitude deoganes, tout en maintenant
@4totoléranceet I'noméostasiéwan and Flavell, 2009)Les réponses piionflammatoires
excessivegleslymphocytes Tpeuventconduire a des maladies atibomunespar exemple

commela sclérose en plaquesu desallergies, la maladiede Crohn oula recto colite
hémorragique le diabete de type &t lasthme(Bai et al.,, 2009; Gonzalez et al., 2009;

Karlsson et al., 2008)En outre,lors s greffe allogéniques denoelle osseuse (BMyu

d'organes solidedes lymphocytes Tparticipent fréquemment a une réponse lymphocytaire
allogéniqueentrainantune réaction du greffon contre I'h6{&vHD) ou unrejet de greffe

(English et al., 2010)
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Les premieres indications relativadanature immunosuppressigesCSM ont été obtenues

a partir d'études avetes CSM murineshumaineset de babouin. @s études oniémonté

gue ces cellules sont capables de supprimer tikation des lymphocytes T et leur
proliférationin vitro. Cette inhibition affecte la prolifération dgsnphocytesT induite par

les mitogenegNicola et al., 2002)ou lesalloantigenegLe Blanc et al., 2003)ainsi que

I'activation des lymphocytes T par dasticorps CD3 et CD28rampera et al., 2003)Les

&60 KXPDLQHV VRQW FDSD E Odf desdymMhQd¢tes MaifsCDASRA BIOL I pUD)
deslymphocytes Tmémoires CD45RO activés par des DCs allogéniques. Mais ces cellules
RQW SHX GYHIIHW VXU OD UpSRQVH GHV O\PSKRF\WHV 7 Pp
Les CSM inhibent également la prolifémti deslymphocytes Thumains en réponse a des
F\WRNL®HNWSIB {Cdsiraghi et al., 2016)Il a été rapporté que les CSpauvent

inhiber les effets degymphocytes T cytotoxiquegCTL). In vitro, celapourrait étre da a la
suppression de la prolifération e &7/ S O X WikmMbitidanXdirec@e deleur activité

cytolytique (Rasmusson et al. 2003les CSM isolées a partir de diverses sources ont le

méme profil de suppression de la prolifération desplyocytes T CD4+ et CD8+, ceci de

maniére doselépendante(Najar et al., 2010a; Nicola et al., 2002Ces observations
conduisent a des recherches scientifiques sur la compréhension sur des mécanismes impliqués
GDQV OYLPPXQRVXSSUH YV yhphaytesHrV Inkiélémank U a@td démontré

qgue les CSM inhibent la prolifération des lymphocytes T par un mécanisme indépendant du
CMH (Le Blanc et al., 2003) 'H SOXV OHV &60 QH SURYRTXHQW S
lymphocytes T(Krampera et al., 2006; Zappia et al., 20@&t)le catact entre les CSM et les
O\PSKRF\WHV 7 HQWUDVQH OfDUUTrWleBX &\& P05 HIHI KHOMD L U
suppresseur de CSM sur lgsnphocytes Tse produit, soit de facon directe, soit de fagon
indirecte pour modulerlesfoMd LRQV GHV FHOOXOHYV Sdllgs\qteQed/Mm04s UL FHV
FH TXL HQWUDLQH OD PRGLILFDWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GH
GH O 1D @wWedr&ga@,F2010; Wang et al., 2008)

[1.2.1.2. Mécanismes

Les mécanismes principaux impliqués dans la suppression des lymphocytes T par les CSM
comprennent le contact cellulaires, la sécrétion des facteurs solubles et la génération des

lymphocytegégulateursKigure 5).
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Figure 5. Effet immunomodulattur des CSM sur les lymphocytes T. LTHIIHW
immunosuppresseur des CSM sur les MY H [ HsOifF 8 fagon directe, inhibant la
prolifération et la fonction effectrice des LTarpcontact cellulaire ou/et sécrétion des
molécules régulatricesSoit defacon LQGLUHFWH HQ PRGXODQW OD IRQFWLI
immunitaires.

¥ ITLQWHUDFWLRQ FHOOXODLUH

Nicola et ses collegues ont montré, pour la premiere fois, que le cordihafaice est
nécessaire pour une suppression forte sur les lymphocytes T par les @3Mlisant un
systeme de Tramell (filtre) pour prévenir le contact entre lymphocytes T et les CSM, les
auteurs ont montré que méme si la supjpwasse produisait des un Tranwell, la
suppression étant beaucoup plus faible par rapporituliion au cours de laquelle le contact
physique était autoris@\licola et al., 2002)Il a été démontréwg lesCSM expriment, a leur
surface, d@s intégrines (alphal, alpha2, alpha3, alphab, alpiaits/, betal, betaZtbetas,
des molécules adhésiontercellulaireICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, CD72, et LFA3. Ces
molécules sont capables de se &iedes lympbcytes T avec unkaute affinitéMajumdar et
al., 2003) Plus tard, une autre étude a montré que lors de-taltare des CBl dérivés de
tissusadipeux avec desellules mononuclées diang périphériqgue (PBMOperipheral blood
mononuclear cells) activeées, les CSM interagissent spécifiguement avec wpe@aason
des lymphocytes T. De plus, Cette spapulation T qui adhéraient aux CSM aurait un
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phénotype immunosuppresseruaedackers et al., 200%Renet ses collegues ont montré

gue les CSM murines expriment fortemens dEAM-1 et VCAM- GDQV OYHQYLURQQ
inflammatoire, ainsi, des expériendesvitro et in vivo de déplétion ou du blocage de ces
PROpFXOHYV GIDGKpUHQFH FRQGXLVHQW j XQH UpGXFWLR
meédiée par les CSM de soutisen et al., 2010)Par contre FKH] OfKRPPH FHV PRC
G 1D KK p&/semble pas jouer de role cruc@DQV OfLQKLELWLRQ GH OD S
lymphocytes T médiée par CSWajar et al., 2010b) &KH] OTKRIRFRHIDIHPHQW G
molécules inhibitrices PD1 (programmed deathatgc ses ligands RDL et PDL2 est
responsablele O L Q K d&sLO8M Bu@a prolifération dedymphocytesT (Augello et al.,

2005; Chinnadurai et al., 2014)

%, Les facteurssécrétés

Des étudiesin vitro ont mis en évidence que les facteurs solubleat Smpligués dans

O 1 Li€oK LdE lymphocytes Tparce que la séparation des CSM et des PBMC par une
membrane semBEHUPpDEOH WUDQVZHOO QYXhafihnenkddJRdlp OD VX
2005; Tse et al., 2003Différents médiateurs peuvent jouer un réle dans la suppression de la
SUROLIpUDWLRQ GHV O\PSKRF\WHV 7 LQGXLW SDU OHV &60
GHV O\PSKRF\WHV 7 YLD OD 28dpXydéegasel (IBANVOIERD HDPLQH
2004) de PGE2(Ghannam et al., 2010dehémeoxygénase 1 (HQ), duTGF GH Of+*)
(hepatic growth factor) de galectines et de HL-& (Nasef et al., 2007 tandis que, dans le

PrPHV FRQGLWLRQV GH FXOWXUH OHV &60 PXULQHV XWL
DWWpQXHU OD SUROLIpUDWLRQ (REWeiQDOWLYDWLRQ GHV O\F

Le 77*) etle HGF sont des médiateurs impprQWYV TXL MR XHQWbitilo® U{OH G
de la prolifération des lymphocytes T par les CSM dans des MLR (mixed lymphocyte
reacton). Nicola et ses collégues ont montgéie | utilisation dinticorps neuglisants dirigés

contre le7 *) et le HGFpeutrétablr la prolifération desymphocytes T (Nicola et al.,

2002) Le 77*) HVW pJDOHPHQW XQ LQKLELWHXU SXL¥VDQW G
sur la voie JakStat dans les lymphocytes (Bright et al., 1997) $X FRQWUDLUH G¥Y!
équipes ont démontré gue TGF QD SDV GH U{OH GDQV OfHIIHW VXSS
lymphocytes T stimulés par des mitogerigsasmusson et al., 2005)  H @bléd deces

observations suggeéerent que difféerents mécanismestsmpliqués en fonction du stimulus.
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Grace a la sécrétion dRGE2 les CSMatténuent la production d42 par les lymphocytes T

et inhibent la prolifération delymphocytesT activés(Ghannam et al., 2010)Les effets
suppresseurs de RGE2 VXU OfYDFWLY DWLR Qyniphicy@§THdoghpréenidnR Q G HV
OfLOQKLEXW LR SURGXEWEH QO 3H SO HYWPHAHRIN IBXD) etGdeé O T,

O 1D FW LY DWjuRr@diéntlla-r8activité dégmphocytes7 j O3 (Kalinski,2012)

Le HO-1/CO supprime la prolifération des lymphocytes T et la sécrétion- @IL par
OTLQKLELWLRQ GH -kinBsef(Rabdni{ds.et a0, $£607)

/9DO favorise la dégradation du tryptophane en kynurénine et toxiques métabolites (acide
quinolinique et l'acide dwydroxy-anthranillic) qui suppment la proli€rationou induignt

'apoptose desymphocytesT (Meisel etal., 2004) Le NO inhibe la phosphorylation du
WUDQVGXFWHXU GH VLIJQDO HW OYDFWLYDIWwighotytesHi OD WU
FRQGXLVDQW j OfDUUEAVetGIH260FOH FHOOXODLUH

Les CSMne sécretat pas GlY- ORUVTXYLO V¥sauR QpenBax) apresrqmilture

avec dedymphocytesT, les CSMproduisent de I'lt10 et O $10 est également augmeiake

maniére signitative dans les cellules qui ont-coltivées avec de€SM (Rasmusson et al.,

2005) Il a également été démonteggie, lors de laco-culture avec desymphocytes T les

CSM sécretent/,) /HXNHPLD LQKLELWRU\ |IDFW RdJcettd \prot€ifeD QWL FF
conduit a la restauration de la prolifération dgmphocytes T(Nasef et al. 2008)Ces

résultats suggen¢ l'importance des teractions cellules T/CSM dans lalasticité des
propriétéammunorégulatricedes CSM

Le Galectinl et le sémaphorire$ VRQW GHX[ IDFWHXUV VROXEOHV F
prolifération des lymphocytes T via la fixation & neuropllinls sont fortemengxprimés par

les CSM et peuvent rendre compttH OTDFWLYLWp LRE& XERRIMNKESUHVVL
(Lepelletier et al., 2010)La sécrétion du galectife augmerg de maniére significative

lorsque les CSM ont éstimulésavec le ligand de Tolike récepteur 2 (TLR2). En utilisant

un siARN pour supprimer le galectine OfHIIHW LQKLELWHXU GHV &60 VXU
lymphocytes T est réduiSioud et al., 2010)

¥ La généation de lymphocytes T regulateu($regs)

Les lymphocytes T régulateur sont une sous population de lymphocytesjduent un role
HVVHQWLHO GDQV OBmRuhjeyed @ BupfRa3siah Hie @EHanXed/ ilimunitaires
HIFHVVLYHV QXL\eE@déiNergs pofudidhsl de Treg identifiees étaient des
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O\PSKRF\WHV 7&"' &' T7UHJ &HV &' 7UHJ VRQW DXMRXUG
HISUHVVLRQ PHPEUDQDLUH GH OD FKBVQH BW SKDUGXY H pFWHitE
L Q W U D F Ho fackeOriranddiiptidfi FOXP8(¢khead box PB(Sakaguchi et al., 2008)

Des expériences menées dans un model murin montrent que les CSM peuvent prdeouvoi
polarisation des lymphocytes T vers un phénotype régulateur. Ce phénomene est majoré
guand les CSM sont mis en présence de (Thi@elper naive)par rapport a des THT helper

type 1) matures (LuzCrawford et al.,, 2013) Dans des MLRs ou decultures des
lymphocytes T purifiéet activées OTDGGLWLRQ GHV &6 e iedd®dsQeHs¢ Gp UL
favorisent la différenciation des lymphocytes T en ceflulde phénotype CD25+

Y2:3 7UHJ TXL VRQW FDSD E Oridpsnse Hey/IyngBddyte? H Wyrn@die® O O R
(English et al., 2009bDe plus, une augmentation de la population de cellules Treg a été mise

en évidence dans les PBMC stimulés par des mitogenes en grédesnCSMAggarwal and

Pittenger, 2005)Dans un systeme de MLR ou lors de la culture des lymphodyturifiés,

O 1D G G E ¢aMRI§ivéstela moelle osseudavorise la différenciation des lymphocytes

T vers des lymphocytes Treg CDZEIXP3+, médiée paPGE2et TFG (English etal.,

2009b) Récemment, une étude de-mdture de CSM/PBMCs a montré que les monocytes
VRQW HVVHQWLHOV SRXU OLQGXFWLRQ GH 7UHJ SDU OHV
(MO) sont différenciés vers un phénotype de macrophages de type 2 (MB¢gpiest CCL

18 et IL-10. Ce processus contribue indirectement a la génération degMeégf et al.,

2013a)

[1.2.2. Lymphocytes B
11.2.2.1. Généralités

Les lymphocytes B sont un type cellulaire majeur impliqué dans les réponses immunitaires
DGDSWDWLYHV /HV O\PSKRF\WHV % VRQW GHV FHOOXOHYV !
la présentation antigénique. Les lymphocytes B et les réponses humonalés plus en plus
UHFRQQXHVY FRPPH GHV PpGLDWHXUV FUXMRediXf e&X., UHMHW
2011)
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Les CSM sont capaldeGH P R G iminithbbiod@ie des lymphocytes B et ciblent la

réponse immunitaire humorale. En effet, la prolifération, la différentiation et la production
GILPPXQRJOREXOLQHYV SDU OHV O\P&k#& SWHW Cipevidd@, W IRUV
des articles publiés gont étudiés les effets des CSM sur les lymphocytes B, ont montré une
grande disparité dans leurs approches et leurs résultats. Les difféerences observées parmi les
résultats sur la prolifération et la fonction des lymphocytes B de ces groupes de recherche
PHXYHQW rWUH H[SOLTXpV SDU OH W\SH GYfLVROHPHQW SU
utilisés en des lymphocyt& Le ratio entre les lymphocytes B et les CSM est également un

point important, car les ratiasyant la meilleurefficacité sont trégleves,et contrairement

aux O\PSKRF\WHV 7 LO QY\ D SD(¥ra@dkshl &t W, CORN HodBqusHQ GD QW
al., 2008) CertainV DXWHXUV RQW GpFLGp G pliySogioididd uxliGar® R G qOH
des lymphocytes B non purifiés pour comprendre le réle des CSM humaines sur les
lymphocytes Bin vitro. Comol HW VHV FROOQJXHV RQW GpPRQWUp OfHI
des lymphocytes B du sang périphérique non psrifiés PBMC étaient stimulés dans une

0/5 HW OD SURGXFWLRQ GILRKXERHOREX CLIDHGW VAW R Gt
égalementPRQWUp T X térc® fidd ldHOBMH] été suppringeD U OfDGGLWSLRQ GYL
antiCD40 et 11:10 suggérangue la suppressio®H OD SURGXFWLRQs@fideBP XQRJC
CSM VI{HIITHHAVWDXBTLQKLELWLRQ GH 7K SOXW{W TXH SDU XQ F
(Comoli et al., 2008)Cependant, une autre étudeRBssmussost ses colléguesmontré que

OHV &60 DXJPHQWHQW OD SURGXFWLRQ GITLPPXQ®RJIOREXC
périphérique ou spléniques non purifiés ou ensigar unesélection négative sous une légere
stimulation de mitogérsee(Rasmusson et al., 200Blus tard Rosadoet ses collegues ont

rapporté que CSMériveesde la moelle osseus®nt capabl® i@hfperla prolifération et la
différenciationin vitro des lymphocytes B du sang périphérique non pur#ietimulésavec

du CpG.Sur ks lymphocytes B purifiesO fHIITHW L Q KL E L \8eldlénénBbsewéte® 0 HV W
présence des lymphocytesHosado et al., 2015)

Les recherches menéas vitro sur des lymphocytes B purifi€es montrent également que
OTHIIH®BM esHdiwess. Elle dépend des stimuli utilisés pour induire la prolifération et /ou
différenciation des lymphocytes B vitro stimulation des lymphocytes B is@éiblant les

WURLV VLJIQDX] les frécEpteilry D&V lyRghocytes B (BCR) via un -Epti
OfLQWHUDFWLRQ DYHF OHV O\PSKRF\WHV 7K YLD-&' &'/
IL-4) ou activation des récepteurs TLR via des produits microbiens, €p@sRNA.

Certaines études ont montrées que les CSM, peuvent arréter les lymphocates|® ghase

GO0/G1du cycle cellulaire, inhibant la prolifération des lymphocyte§Brcione et al., 2006)
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RX GTDXJPHQWH Uce® &ellds Dithib&d. dffere@ibtion des lymphocytes B en
plasmocytes induit par pDGS abera et al., 2008)Pendant ce temps, les résult@sT D XW U HV
groupes montrent que le traitement par des CSM dérivées de cordon ombilical entraiment
augmentation de la prolifératiode la différenciation desymphocytesB purifiés de PBMC

en plasmocytes efela production d'anticorpis vitro (Ji et al., 2012)Il a été montré que les

CSM expriment les TLRgDelaRosa and Lombardo, 2010)OfDFWLYDWLRQ GH FHV
induisantdifférents profils de la sécrétion de cytolsnkea stimulation @ CSM avec du CpG
peuvent induireX QH S UR G X-B,WuUL ReQt sBriiyler la prolifération des lymphocytes B
(Friederichs et al. 2001; Traggiai ei. 2008)

Toutes ces études donnent un indice sur un double effet potentieC3Mssur les
lymphocytesB. Alors que dans le systéme d'enrgs@mengpparaitque I'effet de CSM sur
leslymphocytesB peutétrelié aleur action immunosypessive sur legyinphocytes T, dns

une population ddymphocytes B isolg et activésles CSM inhibent ou augmentera

proliférationdes lymphocytes Belon lesstimuli utilisés.

[1.2.2.2. Mécanismes
%, Lesinteractions cellulaires

&HUWDLQHV pWXGHYV RtiOANeWRLRRLYIPAUGXIH eO=f LAQW: KsthBna et

al., 2010) HW O YL Q Kla daieMde Righalizétion en avdé BCReg responsable de la
suppression des lymphocytes B par les CSM. Cepen@aignalet ses collegues ont

observés que SUpWUDLWHPHQW GHWWWSOQPFH¥VDIL,UH SRXU OHXL
dépendant de contacts cellulaires avec les lymytke B(Schena et al., 2010)

¥ Les facteurs &crétés
Contrairement,Gafitres auteurs ont démontré que les mécanismes suppressiSesur
les lymphocyte® sont majoritairement indépendant du contact celluléesri et al., 2009;
Corcione et al., 2006)Corcione et ses collegues ont démontré que dans le systeme de
Tramswell, les CSM humaines sont capabl@rthiber la différentiation des lymphocyteseB
GIDOWKHUGBILD SURGXEWLRONGPRHO'H SOXV OfH[SUHVVLRQ GF
&&5 HW O TH|[ &hiibkines BXTLEAHCXCL13, et de ligand de CXCR4, CXCR5
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par les lymphocytes B est significativement diminuée en présencesSiésCes résultats
VXJIJqgUHQW TXH QG3M &urOexs krQrriétésGdds/lymphocytessB fait via des

facteurs soluble&orcione et al., 2006; Zhao et al., 2018ne étude récente, menée pae

et ses collegues, a montré que le milieu conditionn@3Md, préalablement infectées par une
VRXFKH GH 0\FRSODVPH D GHV HIIHWV LQKLELWHXUV VXU (
lymphocytes B stimulés palu lipopolysaccharides (LPS) de O 4 [Lee et al., 2014)Une

DXWUH pWXGH D PLV HQ pY L§h@deklephlecé® (G DregueR Q GH C
les CSM sont prétraités avedO 1) HW GSMVDFWLYpHYVY VRQW FDSDEOHYV
prolifération des lymphocytes B.ek résultatén vivo de la méme étude, montremiela co-
administration de€SM ou des Gab entraine une réduction significative des IgG dans souris
immunisées avec lesdteurs de cagulation humaine VIllILeur résultats suggerent que &al

est un médiateur majete OTHIITHW V XS £8M 80V ¢EX Bllul@Hivimunitaires y

compris surés lymphocytes BUngerer et al., 2014)

¥, La génération de lymphocytd3 régulateursBreq)

Breg est une nouvelle sepspulation des lymphocytes B avec des propriétés régulatrices, qui
FRQWULEXHQW DX PDLQWLH QceReK r¢g@dht I€s@ddnedtiRtaiesl OD WR
La fonction pivot GH %UHJ HVW OD -1I9URIGIKHDIY LldR Qytdkifies pro
inflammatoires et favorise la différenciation des Trégauri and Bosma, 2012)

Les CSM isolées a partir de tissadipeux hmains peuvent favoriser la différentiation des
Lymphocytes B en un phénotype régulateur CD19+CD24highCD38high (Breg) qui secretent

de O #10in vitro (Franquesa et al., 2015Park et ses collegues ont observés que les CSM

RQW D P p O tiuipitdodfuis Ximhitddele murin de lupus érythémateux systémique (SLE)

HQ LQGXLVDQW OTH[SDQVLRQOGNivegRaHKkEtHIW200T) VPFUPpWLRQ C
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[1.3 Immunomodulation des cellules du systeme immunitairenné.

/HV SUHPLHUV HIIHFWHXUV GH OLQIODPPDWLRQ VXLWH j X
VRQW OHV FHOOXOHV GH OfLPPXQLWpP LQQpH (Q HIIHW OH
défense contre les infections, la plupart de caliesont pésents avant le début de
OTLQIHFWLR Qparldws cagagit&anti-inflammatoires, de régénération ainsi que de
ORFDOLVDWLRQ VRQW GHV UpJXODWHXUV GIYLQWpPUrw GHYV |

II. 3.1. Cellule dendritique (DC)

Identifies en 1868 lorGTXQH pWXGH D QDW R Paul bakigeGhbhs@DceBued X SD U
dendritiques ont été les premieres cellules découvertes du systeme immunitaires. Les DCs
MRXHQW XQ U{OH FUXFLDO GDQV OfLQLWLDWLRQ GH OD Up
O\PSKRF\WHV 7 VSpFkILeX Hdelluzy Doendritigups ont desellules
SUpVHQWDWUL F AMe @lisDe@iddded qu) &ttivénBs lymphocytes T pour initier

des réponses immitaires adaptatives, y compies réponses prolifératisallogéniques qui

peuvent étre testém vitro dans des réactions lymphocytaires mixtes (MLR). Les DCs
immatures (DCi) expriment, a leur surface, de bas niveaux de CMH et de molécules de co
stimulation telle que CD80 et CD8Remarquablement, au stade matees molécules sont

fortement exprimeées. Les DCi peuvent étre reeMt€UDSLGHPHQW VXU OH VLWH G
O7%J HVW (ED8WXWpHSUqV FOLYDIJH GH O71$J HQ SHSWLGHYV
sur les molécules du CMH et la migration vers les zonesgdeglions lymphatiques de

drainage la migration des DCs accompagne leur maturation, induite par des PAMEs ou

DAMP, qui induisent XQH PRGLILFDWLRQ GH OYfYH[SUHVVLRQ GHV Up
surface(Cravens and Lipsky, 2002)es DCs matures (DCm) perdent leur capacité a capture

OY%J SHQGDQW TXYfHOOHV DFTXLqQUHQW ODRE®SSHEaWNp GH
2006)

En 2005,Aggarwalet Pittengeront, pour la premiére fois, montrés que les CSM dérivées de
la moelle osseuse peuvent influencer la réponse inflammatoire. Les CSM modifient le profil
desécetiondes cytokines par les DCs du sang périphériques, dawqpriseune réponse pro
inflammatoire vers une réponse aimtflammatoire ou tolérant¢Aggarwal and Pittenger,
2005)
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A la suite de cette étude, uneriséde recherches ont rapportée inhibition de la
différenciation et des fonctions des DCs par les CSM. Il a été démontré que la présence de
CSM bloque la différenciation des monocytes CD14+ et des précurseurs hématog®iétiq

CD34+ (dérivés du sang périphérique et du sang de cordon) erFig@ee(7) (Nauta et al.,

2006) De plus,Jianget VHV FROOQJXHV RQW PRQWUp TXH OHV &60
CD1a, CD80, CD86 et HLAR pendant la différenciation des DCs a partir de monocytes

&' HW SUpYLHQQHQW OfDXJPHQWDWLRQ GYTH[SUHVVLRQ
des DCs. Les cellulesbtenues alors ne présentaient pas le phénotype de cellules dendritique,

mais une morphologie macrophagiqueng et al., 2005)Par la suite, une autre étude a mis

en évidence la diminution de la cycline D2 dans les DCGsuttivées avec des CSM, et un

arrét en phase @G1 de ces cellulegkamasamy et al., 2007)3DU DLOOHXUV O¢YHIIH
des CSM sur la maturath des DCs est partiellement abrogé patrétement avec un
anticorpsantiIL -6, qui suggérejue cette inhibitiorestIL-6 dépendamt(Djouad et al., 2007)

" D XW U bn §yBtém#& de eculture dans lequeél synthése de IRGE2par les CSM est

inhibée par un inibiteur NS DXFXQH LQKLELWLRQ GH OD GLIIpUHQ
observée. Cela suggere quPBE2Z MR XH XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV OfLQ
des DCs par les CSKEpaggiari et al., 2009Liu et ses collégues ont également démontrés

TXH ORUV-BYGAWNKMUHR GHY &60 DYHF GHMO'@gaL lesOTsMvgstE U p WL R
VLIQLILFDWLYHPHQW DXJPHQWDpPH Y LP,-A0 jnbibeNaLnvaiumitibR Q GH C
et la sécrétionG {-12 par des DCge qui en conséquence, atténue leur capacité a activer les
lymphocytes T(Liu et al., 2013)En plus, les CSM peuvent induire le développement de DCs
tolérogénes par une augmentation de la production de cytokineafimimatoiretelle que

OL%10 et une diminution des cyimes inflammatoirstellesque le TNF. O Y-, 1HW-1Q Y,/

(Beyth et al, 20058) "IDXWUHV pTXLSHV VH effeR QaACIIVRUN gpedBCE VP HYV |
completement différentiées et maturées DC maturées en présence de LPS et mise en
présences des CSM, acquiérent la capacité de supprimer la prolifération des lymphocytes T
ORUV GY1XQH 0/5 SDU70D(AbRGXEWILRQ GH

En outre, dans un modéle murin, laadture des CSM avec des DCs induit une réduction de
OYH[SUHVVLRQ GHV PRO p XMW HRHG dDXpvdry |65 §aQgliors H
lymphatiques, tel gue CCR7 et CD49d. Des résultats similaires ont été obtens suite a
OfYDGPLQLVWUDWLRQ LQWUDYHLQHXVH GH &60 'H PrPH O]l
montrent une diminution significative de leur migratien réponse au CCLIZhiesa et al.,

2011; English et al., 2008)
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/THQ YV H P &© étudgsimontrent que les CSM sont capaBl§ DIITHFWHU OH SKpQRYV
fonction des DCs re inhibant leur maturation eteur migration vers les ganglions
lymphatiques et/ou éventuellement, en transformant leur différemtian CPA moinsllo-

stimulatantegFigure.6).

Figure 6. Effet immunomodulateur des CSM sur la cellule dendritique. LesCSM inhibent
la maturation des cellules dendritigues immatufBCi) en cellules dendritiques matures
(DCm),en favorisahla différenciation des DCi vers un phénotype régulateur

Il. 3.2 Monocyte / Macrophage

Les Macrophages sont issus de la différenciation de monocytes, qui jouent un réle clé dans le
VI\VWgqPH LPPXQLWDLUH LQQp ,0V VRQWatKDdesV¢eRIeQW VSp
PRUWHY GHV GpEULVY FHOOXODLUHYV HW GHV PLFURELHQV
contact de ceuri avec les récepteurs des PAMRthogerassociated molecular pattems

sat souvent de stimulus initial afID F W L BRWHLRQ07) &HSHQGDQW OfDFWL®
macrophages peut encore étre amplifiee par des cytokines secrétées par les lymphocytes T

activités et par des médiateurs de la réponse inflammatoire. Les macrophages activés
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expriment des taux élevés de maolés du CMH de classe I, ce qui leur permet de présenter

plus efficacement les antigénes aux lymphocytes T.

,O H[LVWH GH QRPEUHXVHV SUHXYHV GH OfLPPXQRUpPJIXO
(Figure.7 SULQFLSDOHPHQW ORUV GTXQH réppratRrdésl tiss@IODP P L
lésés. Les CSM activées, par les signauxipitammatoires, peuvent induire une polarisation

des mamphages résidants de phénotype-inflammatoire classique M1 vers un phénotype
antrinflammatoire M2(Prockop, 2013)Les macrophages de phénotype M2 présentent une
GLPLQXWLRQ GH OTDFWLYLWp SKDJRF\WDLUH TXL VIDFFRP.
G 1-10 et une diminution de la production des cytokinesp@ I ODPPDWRLU-EV WHO T
etle TNF . (Melief et al., 2013a)

La polarisation des macrophages induite par les CSM est essentiellement dépendante de la
sécrétim des facteurs solubles, dontR&E2 le TSG6 (TNF. VWLPXODWHG JHQH Sl
O %6 /et IDO (Choi et al., 2011; Francois et al., 2012; Melief et al., 201Blémeth et al.,

2009) /HV &60 DFWLNPHVOSDUIHON OH /3 6itsnd pagrmenatisn de leur

sécrétion dePGE2suite une activation de voie NF %  /HISE2sécrétée se fixe sur les
récepteurs EP2 et EP4 exprimés sur la surfiesemacrophages. Cette fixation, induit une
DXJPHQWDWLRQ GH-1V p&a UgsWnagtdphagdsciOefh /et al., 2009)Dans
GIDXWUHV pWeXsEckedé pad lds TBM activées fmifNF-. LQWHUDJLW DYHF
HI[SULPp HQ VXUIDFH GHV PDFURIS KGGiat CDhH4 QadtiMaJIB FW LR Q
signalisation de la Voie TLR2NF- 9% et ainsi diminue la sécrétion des médiateurs pro
inflammatoires(Choi et al., 2011)Melief et ses collaborateurs ont constaté que les CSM co
FXOWLYpHVY DYHF GHV PRQRF\WHV VpUCaNgti @wfaieJad GRVH
différenciation des monocytes vers un phénotypeiafiimmatoire (Melief et al., 2013h)
'IDXWUH SDUW OD VpFUpWLRQ G¢Y,'2 LQGXLW SDU OfH[S
inflammatoire, influence laifférentiation des monocytes en macrophages de phénotype
LPPXQRVXSSUHVVHXU GH W\SH 0 &' -10&(FrancoisVe EI pW D Q W
2012) En outre, la polarisation des macrophages de M1 vers M2 induite par les CSM peut
SURPRXYRLU OYH[SDQVLRQ GHV 7UHJV de \DMO4ui,SadR G X L V H
conjonction avec IPGR2etle 7 *) produit par les CSM, augmente la production de

HLA-* SDU OHV 0 V TXL IDYRULV(e@f¢ipSDBMLRQ GHYV 7UHJV
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Figure 7. Effet immunomodulateur des CSM sur lemonocyte/macrophage.L.es CSM
inhibent la différectiation des monocytes (Mo) vdesmacrophage de type 1 (M1) par contre
favorisentla différerciation des Mo vers le atrophage de type 2 (M2) qui est un phénotype
anti-inflammatoire. Les CSMs peuvent également imhibgitro Gnfuction des DCipar les
monocytes.

II. 3.3 Cellule NK (Nature Killer)
11.3.3.1. Généralités

Au début des anné&970, une nouvelle soympulation lymphocytaira été découverte chez

les souris. Ces cellules possedent une cytotoxicité naturelfevigsdes cellules tumorales.

Elles ont été nommées celluledNatural killer», ou NK (Herberman et al., 1975; Kiessling

et al., 1975)La mise en place des fonctions NK est rapide car contrairement aux lymphocytes
TetB, cesontdes effeckeUV GH OYLPPXQLWp LQQpH HW OHXU DFWLY
de prolifération ni de différenciation. Les cellules NK fournissent une premiére ligne de
GplHQVH UDSLGHPHQW PRELOLVDEOH HW Bs\urveXlaheeQlg X Q U {C
inffectLRQV YLUDOHV HW GHV SURFHVVXV WXPRUDX[ &HV FH
membranaires et les récepteurs caractéristiques des lignées cellulaires T et B, en revanche,
elles possédent un large éventail de récepteurs inhibiteurs ou activateursgpirdfonction

de différencier le soi» du «non soi»et de reconnaitre différents signaux de danger.
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/ITLQWpPJUDWLRQ GH WRXV OHV VLJQDX[ UHoXV j WUDYHUV
cellules NK.

Depuis longtemps les cellules NK ont été copsdpHY FRPPH GHV HIIHFWHXUYV
innée relativement primitfsFHSHQGDQW GHV pWXGHV &ieBHOWHYV RQ
également considées comme des cellules partica®V j OD UpJXODWLRQ GH
adaptative a travereur sécrétion de cytok QHV HW OHXU FDSDFLWp GILQWH
cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques et les lymphdcyteslazzo and

Morandi, 2014; Gasteiger et al., 2013)HV FHOOXOHV 1. DVVXUHQW GTI
importantesdans des contextes varies commeWau D Q VS O D Q W,DaVgrefeQelGIfR UIJD QH
souches hématopaiques,et dans laeproduction(Moffett and Colucci, 2014; Tsirigotis et

al., 2012; Villard,2011)

/IHV FHOOXOHV 1. VRQW GH JUDQGV O\PSKRhenimelantréa8D Q XOH
a 20% des lymphocytes périphériques circdatit/aldhaver and Steinle, 2008Leur

distribution tissulaire est assez large et l@s retrouve au sein de plusieurs organes
lymphoides ou non lymphoides. Leur développementéroulgrincipalementu sein de la

moelle osseuse, mais plusieurs travaux neoitque G{DXWUHV RUJDQHV SHXYHQ)
anatomiques potentiels de développement etmd¢uration de cellules NK a partir de
précurseurs hématopoiétiquee développement des cellules NK extramédukgiermet de

générer des cellules NK fonctiogifement distinctes et spécifiques de tisstset al., 2013)

Les ellules NK sont une population cellulaire hétérogéne et il existe plusieurs sous
SRSXODWLRQV FKH] OfKRPPH HW FKH] OD VRXULV &KH] ¢
FHOOXOHV 1. FLUFXODQW SDU OfH[SUHVVLIHRQ ©® HPFEWH@MPH. L
OTH[SUHV VLR QdeS ¥mphoéyteS Wet della molécule CHag(re 8) (Robertson

and Ritz, 1990)Mais cette définition ne permet pas de distinguer toutes les spusapion

decelluls 1. /TXWLOLVDWLRQ GIDXWUHV PDUTXHXUV HVW VRX

fine et plus exhaustive.

&KH] OfKRPPH OHV FHOOXOHV 1. VH @usYhé@aopddtiquay j SDU
CD34+¢ commun aux lymphocytes T etd&isein dela moelle osseuse. A travers plusieurs
VWDGHY GH GpYHORSSHPHQ Wt dénkl \& lignée MK piidHacgukentV THQ JD J
progressivement les fonctions et le phénotype de cellules NK matoss®dant divers
densit§dfH[SUHVVLRQ P KPBI6Y; D&y RallesHNKGsbint donc distinguées en deux

grance population: NK CD56right et NK CD5@iim. Cette distinction phénotypique refléte

différentes fonctioset état de maturatiofyu et al., 2013)
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Les cellules NKCD56 bright expriment trés faiblement les récepteurs inhibiteurs KIR (killer

cell immmunoglobulinlike receptors) et le récepteQr de type Il () F 5,CD16). Elles sont
considérées comme moins matures que |eS6db et sontcapables de produire de graade

guantits de F\WRNLQHV F-R RHRAWAN®H Eh périphérie, les cellules NE&D56bright
nereprésentent que 10% des cellules circcdal®® ORUV TX{fHOOHV UHSUpPVHQWH(
NK des ganglions lymphatiqueSontrairement aux cellules NRD56oright, les cellules NK

CD56dim représentent 90% des cellules NK du sang périphériques. Elles expianemtent

le CD16 etles récepteurs KIRt représente une sepepulation de cellueNK cytotoxiques

classiques et matur€serlazzo et al., 2004)

Figure 8. Caractérisation des cellules NKCD3-CD56+ du sang périphérique.Chez
OfKRPPH OHV FHOOXOHV 1. VRQW GLVW4L @dseH3angHQ GH X
périphérique, CD3CD56bright et CD3CD56dim

[1.3.3.2. Fonctions effectrices des cdlules NK

11.3.3.2.1. Cytotoxicité

Les cellules NK sont capables de lyse des cellules infectées par des virus ou des cellules
transformées sans activation préalableawss de cibles qui présentent de faibles niveaux de
molécules de CMH. Schématiqueme elles peuvent reconnaitre les cellules cibles

potentielles de deux fagons différentes
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¥, Cytotoxicité Naturelle.
Dans le contexte viradu tumoral, les cellules NK peuvent reconnaitre les cellules anormales
JUKFH j OD GpWHFWLR QorGles @dEchlE&sldy ¥MH GITUH pS1d iHhabituel
G 1D Q wWexpas€rbl a la surface des cellules tumorales ou des cellules infectées par certain
virus. La cytotoxicité naturelle se réfere a la capacité dese=INK a lyser une cellule cible
sans senbilisation préalable et sans la reconnaissance par les antittapsvation de la
cellule killer naturelle (NK) est régulée par un équilibre entre des signaux médiés par des
récepteurs activateurs et inhibiteysgure 9). Lors de la transformation delaire, les
molécules du CMH de classe |, qui sont le ligand de récepteurs inhibiteurs des cellules NK,
sont souvent réduites ou peed (Q SDUDOOQOH OH VWUHVV FHOOXOD
FRQGXLVHQW j XQH DXJPHQWDW L R Qéc€pteHrf Sddtivarevils Ries G H V
cellules NK sur les c®@ OXOHV W XP R UD Odey/ évérfer&GpPSEDmH FBQHW O i p T X
Y H Wastivatihn des cellules NK @tduisent des fonctions effectrices cytolytiques entrainant
la destruction des cellules ciblésjunggren and Karre, 1990Les premiéres études sur les
cellules NK cirulantes au repos ont montré que kows population CD56dim est plus
cytotoxiqueque Cb6oright j OTHQFRQWUH GHV FH QX StimMatidhXakde UD O HV
O %2/in vitro, les cellulesCD56oright présentent un plus fort potentide polifération et
acquiérentune activité cytotoxiqgue comparables a celle de cellGIBS6dim (Nagler et al.,
1989)
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Figure 9. Cytotoxicité naturelle L'activation de la celluleNK est régulée par uéquilibre

entre les signaux médiés par les récepteurs inhibitertrsactivateurs Lors de la
transformation cellulaire, les ligands du CMH de classe | pour les récepteurs inhibiteurs sont
souvent réduits ou perdus. Parallelement, le stress cellulairesstdbmmages a I'ADN
conduisent a la régulation positive des ligands plasrrécepteursactivateursdes cellules

NK sur la cellule tumorale. Ensemble, ces événements déplacent I'équilibre vers I'activation
des cellulesNK et l'induction des fonctionsytolytiques entrainant une destruction des
cellules cibles. Pendant la progression de la tumeur, les variants de la tumeur peuvent
évolueret exprimer plus fortemetes récepteurs inhibiteurs et / gerde des ligands pour
l'activation des récepteurs. Cesntaurs peuvent échapper a la reconnaissance par les
cellules NK.(Ljunggren and Malmberg, 2007)

¥, Cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorp¢ADCC, deantibody-dependent cell
mediated ciptoxicity).

Les cellules NK reconnaissent les cellub#sles S R W H Q W L iAt€roadisireSa8fiticop§

antt WXPRUDX[ RX DQWLYLUDX[ /TH[SRVLWLRQ GYDQWLJgQHYV
et'ou les cellules infectées par cermif LUXV LQGXLW OYDFWLYDWLIRBQ GX V\

développem®@ W GIXQH UpSRQVH lésXduRs MKOétonhgsgent 18 tanticorps

preserd | OD VXUIDFH GHV FHOOXOHYV FLEOHVYFSEXceOufelsQWHUP
1. HISULPHQW OH &' TXL HVW XQ UpFHSWHXU WUDQVPHP

WHUPLQDOH GH OD PR QpafculizH leG tellliesNKFCD564pn, expriment

fortement leCD16. &H VRQW OHV FHOOXOHV OH SOXV LPSOLTXpHYV

CD16 et ses ligands peut induire la dégranulation des cellules NK, les cellules cibles sont

alors lysées par ADCC.
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/ID F\WRWR[LFLWp QDWXUHOOH HW Of%$'&& VRWQiQaGHYV PpF
OfYH[RF\WRVH GHV JUDQXOHV O\WLTXHV TXL FRQWLHQQHC
granzyme. Suite a la reconnaissance des cellules cibles, les cellules NKtfavew cette

derniere une synapse immunologiquaytique ». Elle subit alors une polarisation du
F\WWRVTXHOHWWH GIDFWLQH GH OYDSSDUHe@ingnHa *ROJL I
convergence des granules cytotoxiques vers la synapse lytique. Leemwcest aloréibéré

(Mace et al., 2014) /fDQFUDJH HW OD SRO\PpULVDWLRQ GH OD SHU
de la cellule cible forme desopes et permet la pénétration dgsnzyms. Ces derniers,
(granzymes Aet B majoritairement) sont des enzymes du type s@rogases capables
GILQGXLUH OD PRUW FHOOXODLUH j WUDY HépendardetP LVH HC
indépendantgTopham and Hewitt, 2009) /fpWXGH GY$OWHU HW VHV FROOq
OYH[SUHVVLRQ GH OD SURWpPLQH PHPEUDQQDIDUMaPe¥tVRFLpH
augmentée a la surface des celllNgs suite a la stimulation avec des cibles dépous\des

molécules deCMH. Le CD107aest considéréeFRPPH XQ PDUTXHXU GH OfYDFW
HISUHVVLRQ j OD VXUIDFH GHVY FHOOXOHV HVW FRUUpPpOpH
lytigue de NK(Alter et al, 2004)

¥, Mécanismes liée a la mort cellulaire.
/HV FHOOXOHV 1. SHXYHQW DXVVL LQGXLUH OYDSRSWRVH
PPpFDQLVPHV QRQ Xpcytbs® @b ganiNes®/tiqu@Edinécanismes iriguent
O TLQWHU D emfd|esQ@écetduitd BaNrdrt exprimés par les cellules ciblesGBE&5),
TNFR1 (TumofNecrosisFactor Receptor 1§t TRAIL), et leurs ligands exprimés par les NK
(FasLCD95L), TNF et TRAILR). Fas CD95) est exprimé par de nombreuses celleles
appartient da famille « TNF récepteu ». Ce récepteur contient un domaine de mors
intraccytoplasmiqueFRQVHUYp 6XLWH | O YUl Ga¥ kctivie indiredee@em ¥¥HF )DV
FOLYDJH GHV FDVSDVHV HW LQGXLW OfDSRSYWRRN-RL)'HX[ DX\
et DR5 (TRAIL- R2), transduisent également degreaaux apoptotiques lors de leur liaison
avec TRAIL(Zamai et al., 1998)

I1.3.3.22. Production de Cytokines

Les cellules NK activées, par des cytokines ou par des cellules cibles, sont capables de
produire une grande variété de chimiokines telles ¢i&- . 0 ,-3 5$17 (& IL-

8/CXCL8 (Fauriat et al., 2010) Cette productRQ SHUPHW DX[ FHOOXOHV 1.
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UpSRQVH LPPXQH HQ delHleVixiDIQis, GNd W et ¥mphocytes T,
DLQVL altxesl céldles NKLes cellules NK produisent également des cytokines pro
inflammatoires, en particulier |ENF-. HW -,1)TXL VRQW FDSDEOHV GIDFWI
dendrtiques, les macrophagiainsi que les lymphocytes Ted DCs ou les macrophages
DFWLYpV FRRSqQUHQW j OHXU WRXU SRXU pWDEOLU XQ PLF
cellules NK, et ce a tvaers la sécrétion de différentes cytokines telles Qug,/ /-2,

IL-18 et les interférons de typéHauriat et al., 2010; Vivier et g/2008)

Les cellules NK, en particulier &0 EULJKW SHXYHQW pJDOHPHQW VHFU¢g
immuncrégulatrices telles que TNF -13, « Granulocytegnacrophageolony-stimulating

factor (GM-CSF) » ou encore leytokine 1L-10 (Cooper et al., 2001La VpFUpWLRO@ GH OFY,
par une fraction de cellules NK les rend capables de réprinpeoliéération et les fonctions
sécrétrices des lymphocytes T en réponse a des sttnQIWLJIp QLT X HI0 c@rfepevVL OF,/

aux cellules NK des foctions immunosuppressivéseniz et al., 2008)

11.3.3.2.3. Prolifération

Comme pourGI{DXWUHV IRQFWLRQV GHV FHOOXOHV 1. OHXU SI
deux sougpopulations en réponse a des stimuli.

/IHV FHOOXOHV &' EULJKW H[SUGHHRWX®H DpRKIWHXUY/ G,/
capables de proliférer dix fois plus que la SR SXODWLRQ &' GLP ORUV GYX(
DYHF GH IDEOH G-RMWHs/cell8l@s CB¥edim expriment le récepttuGg,/
GYIDIILQLWp LQWHUPpPGLDLUH ,/ 5 (OOHV SUEMelenWHQW )
réponse a un traitemenfj IRUWH GRV-HV Q®H ROLNVN VIDFFRPSDJQHQ
DXJPHQWDWLRQ GH O 1 DtRei¢ngnt dep cEllUWsRNK Rde. O %1% a fotte

GRVH SHXW pJDOHPHQW LQGXLUH OHXU BX R&sdyed BoWI LR Q YL
suffisant pour induire la prolifération des cellules NK, mais leurs effets peuvent étre renforcés
SDU GHV F\WRNLQHYV (RXerGdhDeXav, USDYENVPArticRIeIQ B présence de

cellules cibleTXL DPpOLRUH OD SUROLIpUDWLRRE (Badive EEHHOO XOHV
1992)
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[1.3.3.3. Les récepteur de NK

/ITIDEYWOWLRQ GHV FHOOXOHV 1. GpSHQG GTXQ pTXLOLEUH FF
inhibiteurs. Les cellules NK expriment constitutivement & leurs surfaces un répertoire varié de
UpFHSWHXUV DFWLYDWHXUV HW LQKLBPFPWLYDW LURRQTHWOGHEU
permetent aux cellules NK de distinguer les cellslesaines du soi» et des cellules
transforméesou étrangére VRL DOWpUp RX QRQ VRL /ITLQWpPpIJUDWLRC
ces récepteurs conditionne la réponse RNigyre 9).

11.3.3.3.1.CD16/ )F 5,,,

Commedécrit dans les paragpaes préadgents, le CD16 est un récepteur de faible affinité

SRXU OH IUDJPHQW )F GHV ,J* TXL HVW LPSOLTXp GDQV O
de CD16 sur les cellules NK induit une tMiG XFWLRQ GX VLJQDO YLD OHV PI
TCR TXL FRQWLHQQHQW GsHIvurd @uvdineg cyfoplasntigDed avec une
augmentatiordu taux de Ca2+ intracellulajret qui ensuite conduit a la dégranulation des

cellules NK(Vivier et al., 1991)

11.3.3.3.2. Les récepteurs de la famille de NCR (Natural Cytotoxicity Receptors)

La famille des récepteurs NCRs est composée de 3 récepteurs activateurs: NKp46, NKp44 et
NKp30. Ces récepteurs sont différents au plan structorals ils partagent beaucoup de
VLPLOLWXGHYV TXDQW j OHXU IRQFWLRQ HW OHXUV OLJDQ
FHOOXOHV 1. HW VXUWRXW GITLQGXLUH OPBcOéydrs@& UHFWH
OYLQWHUDFWLRQ DYHF OHXUV OLJDQGYV UHVSHFWLIV 1.S

au repos ou activées, et activent la voie de signalisationCizia )F (5, Alors que
OYH[SUHVVLRQ GH 1.S HVW H[FQuKXYNK itir/eeQ. Wed récepeund/ H V X L
sont capables de reconnaitre des ligands qui sont principalement exprimés par les cellules
tumorales ou infectées par des vittisvori et al., 2014)Ainsi NKp30 a été démontré jouer

XQ U{OH LPSRUWDQW G D QVlued NiQ & l¢d) DFSVddAnR @sdsQMdIH OHV
cellules NK sont capables de reconnaitre et tuer les DCs immatures via NKp38gtenkdis

'«V PDWXUHV SHXYHQW DXVVL PRGXOHU OD SUROLIpUDWL
récepteur(Ferlazzo et al., 2002)/TH[S UH \éWKPR3Q e& régunégativenent par le

TGF TXL GRQF DIIHFWH OD IRQFWLRQ O\WLTXHs&HesFHO O XO
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DCs(Castriconi et al., 2003)(Q RXWUH OHV 1&5V SHXYHQW UHFRQQDL'
présents sur les champignons ou legtdrées.NKp30 a été réecemment impliqué dandyse

direct de certains champignons tels que Cryptococcus et Cahdidanl., 2013)

1.S HV W F D S D E dikctenfjdn@Vat HeitBidemycobactéries, notamment le BCG

(Bacille CalmetteGuérin) et participe da reconnasance des pathogenes bactériear les

cellules NK(Esin et al., 2008)En ce qui concerne la reconnaissance des cellulesatespil

a été démontré quéKp44 est capable de se lier aux cellules tumorales via des
protéoglycanes detype héparane sulfate (heparan sulphate proteoglycans (HSPG))
(Hershkovitz et al., 2007) /9 H [sSidthHdes ligands NKp44 est variable sur les cellules
tumorales et sensibles au traitempat latrypsine. Il est corrélée a la sensibilada lyse

médiée par les cellules Niyrd et al., 2007)

/IHV UpFHSWHXUV 1&5V FRQVWLWXHQW GRQF XQH DUPH WUc
éliminer les celluls infectées ou bien transfore®par un processus tumorainsi en

utilisant des anticorps bloquants, le blocage de ces récepteurs induit une inhibition de la
cytotoxicité des cellules NK. De plus la densité des NCR a la surface de celluestNK
corréeléeDYHF O fDP SO L VexicEeH/isatis b celllgReleOupuy et al., 2012;

Moretta et al., 2001

11.3.3.3.3. Les récepteurs du NKG2 de lasuperfamille de lectine de type C

Les récepteurs NKG2 (NaturKiller group 2) appartiennent a la super famille des lectines de
type C. Cette famille contient des récepteurs activateurs et inhibiteurs desc&lK. Leur
expression ne se limite pas aux cellules NK, ils sont aussi exprimées par certaines sous

populations des lymphocytes T.

X Les récepteur€D94/NKG2
Les récepteurs CD94/NKG2 sont exprimés a la surface des cellules NK humaines sous la
IRUPH SUKR@GWPqUHYV FRP S RN \Cornud® ikvaliaRt¥, Me CD94, liée de
facon covalente (pont difure) a une auér sousunité de la famille NKG2 4 formes
variantedNKG2A, % & HW ( TXL RQW XQH VWUXFWXUH F#&B,PXQH FF
un dorraine transmembranaire et un segment cytoplasnmsqoeconnusSelon la présence de
PRWLIQBTELWLRQ GH OdgpéhBaxtQIR M pyFosirgeuindnoteceptor tyrosine
based inhibitory motifs (ITIM) dans leurs domaines cytoplasmiques et leur liags@t des
molécules adaptatrices, ils ont été classés comme recepteurs inhibiteurs (CD94/NKG2A et
CD94/NKG2B) ou activateurs (CD94/NKG2C)anier, 2008) Le complexe CD94/NKG2
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reconnait la molécule du CMHnon classique HLAE. Cette derniere présente des pegsid
dérivés de séquencsiyral des molécules du CMHclassiques HLAA, HLA-B, HLA-C et
de la molécule du CMH I non classique HPA /fH[SUHVVLRQ PHPEUDQDLUH C
HLA-( HVW VWDELOLVpH SDU OD ILIDWLRQ GH FHV VpTXHQFH)
de HLA-E refl&e le niveau de synthése des molécules du @MAMInsi les cellules NK
FRQWU{OHQW LQGLUHFWHPHQW OH QLYHDX GHFHESUHVVLFE
directement celui de la molécule HLA JUKFH j OfLQWHUDFWLRQ GH FHW
complexes CD94/KG2 (Braud et al., 1998; Llano et al., 1998)

X Le récepeur NKG2D (NaturakKiller group 2 D)
1.*'" HVW XQ UpFHSWHXU DFWLYDWHXU LO VIDJLW GfYX
FRQVWLWXWLYH VXU OHV FHOOXOHV 1. OHV 7 &'. OHV
population de lymphocyteslK T cell-like CD4+ cytotoxique(de Menthon et al., 2011)
1.*" UHFRQQDLW GHV OLJDQGY GX VRL GRQW OfYH[SUHVVLE
cellulaire (transformat RQ WXPRUDOH LQIHFWLRQ YLUDOH OpVLRQ
NKG2D reconnait et interagit avec une grande diversité de ligands tous apparentés aux
molécules du CMH de classe I: les molécules MICA et MICB (Major histocompatibility
complex class | relatedhain A et B), et les ULBPs (UL6 binding protein)Eagle and
Trowsdale, 2007)
/INLQWHUDFWLRQ GH 1.* " DYHF VHV OLJDQGV LQGXLW OD |
SRXYRLU WUDQVPHWWUH FH Yhblélp édaptattice WAPOOWVYVER &HI.H j OD
1999) NKG2D joue un roleLPSRUWDQW GDQV OfpOLPLQDWLRQ GHV FH
Cependant, les s et lesumeurs ont développé plusieurs sgatLHVY G{{pFKDSSHPHQW
lesquelles, la sécrétion de facteurs solubles telsfiqug ou la PGE2 qui modulent
OTH[SUHVVLRQ@QuGHethl.*2012: Lee et al., 2004)

11.3.3.3.4. Les récepteurs KIR/CD158

&KH] OfKRPPH OHV UpFHSWHXUV .,5 UHFRQQDLVVAQW OHYV
B et C. Chez un méme individu, lesfféientes cellules NK expriment différentes
FRPELQDLVRQV GHV UpFHSWHXUV .,5 &HFL SHUPHW SURED
FKDQJHPHQW GYfH[SUHVVLRQ GHV PROpFXOHV GX &0+ FODV
transmembranaires de type |. Endbon du nombre de leurs domaines extracellulaires, on

peut distinguer deux sodiamilles: KIR3D (trois domaines extracellulaires), et KIR2D (deux
domaines extracellulaires). Outre le nombre de domaines extracellulaires, les récepteurs KIR

différent aussipar la longueur de leur domaine cytoplasmique, caractérisant ainsi les KIR
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inhibiteurs et les KIR activateurs. Les récepteurs a domaine intracellulaire long (KIR2DL et
KIR3DL) contiennent deux motifs ITIM qui, en recrutant les phosphatases (SHP1 et SHP2),
délivrent un signal inhibiteutLong et al., 2001) Au contraire, les récepteurs a domaine
intracellulaire court (KIR2DS et KIR3DS) sont dépourvus de motif ITIM. En revanche, ils
SHXYHQW WUDQVPHWWUH XQ VLJQDO DFWLYDWHXU HQ VYL
qui possede un motiTAM (Lanier et al., 1998)

[1.3.3.3.5. Les récepteurs ILT/LIR (Immunoglobulin like transcripts/Leucocyte Ig like
Receptors)

Les récepteurs ILT/LIR constituent une grande famille qui comprend plusieurs récepteurs
ayant une large distribution cellulaire. Le réegptLe récepteur LIR1/ILT2 est un récepteur
inhibiteur qui peut étre exprimé par les cellules NK. Ce récepteur peut reconnaitre et interagir
avec des molécules du CMHclassiques et non classiquésanger et al., 1998)Le
LIR1/ILT2 est également capable de lier la protéine UL18 synthétisée par le cytomégalovirus
humain (Cosman et al., 1997 Cette interaction inhibe les cellules NK et participe ainsi a
OfpFKDSSHPHQW YLUDO3UGD IKgSRQVHW RRXQH

11.3.3.3.6. $XWUHV UpFHSWHXUV LPSOLTXp GDQV OYDFWLYDWLRC
De nombreusemolécules sont exprimées a la surface des cellulegiNKeuvent iluire ou

moduler la fonction dees cellules, tel que 2B4, CD2FA-1, CD28, CD69, NKRP1. Ces

récepteurs sont considérés comme corécepteurs des cellules NK, car ils ne sont pas capables
GIDFWLYHU OHV FHénzX Ol tbntre, BspeluvenX potentialiser les mécanismes
effecteursinWLpV SDU GIDXWUHYV UpigkSWwiH X000 VWLPXODWHXUYV

[1.3.3.4. Immunomodulation des cellules NK par les CSM

De nombreus®¥ G {p W X @ditve greQl&@ CSM peuvent inhiber la prolifération et la
S UR G X HMFL R@n @&Mple ratio CSM/NK (1/1 a 1/1Q)ggarwal and Pittenger, 2005;
Sotiropoulou et al., 2006Jls ontmontré une réduction du potentiel cytotoxique des cellules
NK stimulées DY H F-2@é&ndant 4 a5 g UV O R U VcuBufe<apdd defRCSKKrampera

et al, 2006).
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ITLQWHUDFWLRQ HQWUHYV OHV &6 OFiglvé¥ 10)Det Eorh@o@eXdauk 1. HV W
aspect: 'fXQH SDUW OJLQKLELWLRQ GH OD IRQFWLRQ GHV FH
OfDWWDTXH F\AWRWR[LTXH GHV &60 SDU OHV FHOOXOHV 1.

laétt MRQWUp TXH OHV FHO O X-0OHRX 1Q3pé&Eivent YarbhvaiBeDet) lysey |, /

les CSM pendant la eculture (Crop et al., 2011; Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al.,

2006) Les CSM expriment faiblement des molécultksCHM mais expriment des ligands

des récepteurs activateurs de cellule NK tel que PVR (Pal®WReceptor), MIEA, ceci

rendant les CMS comme uneible naturéle descellules NK. La lyse des CSM par les cellules

NK peut étre inhibée quand les CSM sont test& DU I8FH OYXL DXJPHQWH OfHI[S
des molécules de HLA de classe | a la surface des 3bb et al., 2011; Gotherstrom et

al., 2011) Il a été montré que les CSM eméme aussi possédaient certaimécanismes pour
contrebalancer leur susceptibilité au lyss delules NK, tel que SerpirB9 (Serne Protease

inhibitor 9), qui joue un réle majewontre la lyse médiée pbr granzymeB (El Haddad et

al., 2011) Plus récemmen certaines étudesnt égalementmontré que les TLRs sont

impliqués GDQV OD PRGXODWLRQ GH OfLQWHUDFWLRQ &60 1. /
7/5V HW OD PRGXDIFWILRQ GOWHIHQOMHEE60 HW OD FHOOXOH
différents de CSMYagi et al., 2010)La stimulation de TLR3 protege le CSM contre la lyse

desNK, HW DLQVL DrakbbLQpréssiod fle CSM sur la cellule NKuliani et al.,

2014) En revanche, la stimulation de TLR2 réduit la capacité immunomodulatisce3id

(Lel et al., 2011) Donc la préstimulation de TLR peut représenten moyen possible
GILQGXLUH OYLPPXQRVXSSUHVVLRQ GHV &60 VXU OYDFWLY|

'{DXWUH SDUW OHV &60 SHXYHQW pJDOHPHQW DOWpUHU I
supprimer leurs fonctions effectrices telles que la sécrétion de cytokileesytotoxicité.Cet

HITHW LQKLELWHXU GHV &60 HVW DVVRFLp j XQH GLPLQX
activateurs a la surface des cellules NK. Il est principalement médié par des facteurs solubles
sécrétés par les CSMPGE2 IDO et 7 *) (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiart e

al., 2008)
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Figure 10. /TLQWHUDFWLRQ HQWUH Olds &S\ inHibgt |© olfda@od X OH 1.
des cellules NK via Igécrétion G §,'2 HNGE3 Hes cellules NK activées par IL2 / IL15
augmentent positivement I'expression de granzyme et de perforine et peuvens YK€ le
allogéniques et autologue La lyse dépend de I'expression équilibrée des ligands inhibant

les récepteurs de cellules NK activant et inhibant le MSC. S&®itesMSC peut inhiber

l'activité granzyme eprotege ainsi laMSC de la lysepar lescellules NK.(Renders and
Hoogduijn, 2014)
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., )DFWHXUV VpFUpWpV LPSOLTXm¥¢OS@MQV OfLPP X

Les effets immunomadateursdes CSM sur différentes cellules immunitaires sont exécutés
conjointement par des contacts cellulaires et des facteurstégcBien que tous ces
PpFDQLVPHY QH VRLHQW SDV FRPSOqQWHPHQW FRPSULV GF
SULQFLSDX[ HIITHFWHXUV GH OfYHIIHW LPPXQRPRGXODWHXI
/IfDQDO\WH GX VpFUpWRPH DILQ GhblerteptiWwddpdrshlieHles €ffets | D F W

observés est un enjeu majeur.

/IHV &60 VpFUQWHQW GHV F\WRNLQHV VRLW VSRQWDQpPH
cytokines telles queO ;)1 ONF-. HW-OY,&aHSHQGDQW OH SURILO GH
cytokines des CSMest influencé par les conditions du microenvironnement local. Les
cytokines preinfammatoires(O ;)1 Of7.1)HW -OY,IDYRULVHQW OD VpFU
cytokines antinflammatoires (Gazdic et al., 2015)Les CSM sécretent divers facteurs

solubles qui ont un effeimmunomodulateur sur les cellules immunitaires innées et

adaptativesdécrit dans |dableaux 2

[1.4.1. Interleukine 10(IL -10):

/1,410 est une cytokine pléiotropique, caractéripar son effet anihflammatoire lié a
OTLQGXFWLRQ GIHWRQHANWR @lp 2MQ F HY-WPest la cytokine la plus
couramment décrite en atlon avec les effets immunomo@D WHXUV GHV &60 'fI
certaine pWXGHV OHV &60 V4G Wgny Hi€sWeonBittbnsOdgpécifiqgues de
OfHQYLURQQHPHQW LQIODPPDWRLUH OD SIUHHVHHMWHOGH F\W
(Gazdic et al., 2015; Shi et al.,, 2010/ 9 ,#10 peut supprimer les fonctions des
macrophages et des neutrophiles, et inhiber la réponse dékKVhikchiev et al., 2014;
Mocellin et al., 2005) /D IRQFWLRQ SUUQKI@WVWH B AEAIEWLRQ GH
LPPXQLWDLUH HVW VRQ HIIHW VXU OHV &3 iHhlde hQ SDUW
production des cytokines pinflammatoires des DCs (TNEF -1, IL-6, IL-8, IL-12),
OYH[SUHVVLRQ GHV PROQpFXO Hlgcutebde @dtimalaxibiviary e, aHW OHV
2006) /1,410 est capable de rendre les lymphocytes T anergiqueslemrégeractionavec
OHV '&V 'H S0@esMineQifs tytokinesdi¥ | OTH[SDQVLRQ GHV O\PSKRF\
GHUQLHUYV V pFlO pavedEmM&me it €@ Pprdcessus a été decrit a la fois pesir
Treg naturels (nTreg) etes Treg inductibles (iTregjHeo et al., 2010)Les CSM sembla
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jouer aussi un role dans la stimulation indirecte de la sécr&ifin/ SDU GEalXey UH
LPPXQLWDLUHY ,0 D pWp GpPRQWUp TXHO fdr s BNMC pIXOH
(Kyurkchiev et al., 2013)insi que par les meophages tolérogenésggenhofer et al., 2014)

et les DCs tolérogénék/anovaTodorova et al., 2009Certaines études supposent également

gue les CSM induisent la génération de Tiegffy et al., 2011; Gazdic et al., 2015; lvaneva
Todorova et al., 2012; Kyurkchiev et al., 2013)

[1.4. 2. Interleukine 6 (IL-6):

/ITLQWHUOHXNLQH HVW XQH F\WRNLQH SOpLRWURSLTXH T
GH SURFHVVXV WHO TXH OYfYKpPDWRSRw®gYH praifflaohOD P P D W
FHOOXODLUH HMWshdfR QBRI HUQ eV #., 2012) /- est généralement

considéré comme une cytokine prmflammatoire classique, qui peut augmenter le
recrutement des neutrophil&€scheller et al., 2011 stimuler la prolifération des lymphocytes

T (Xing et al., 1998) HW D Y& parzifent a la génération de la réponse des cellules Th2
(Scheller et al., 2011)ll joue égalementun rdle significatif dans la réponse immunitaire
humorale, en stimulant la différentiation des lymphocyte&Biura and Kishimoto, 2010;
Kyurkchiev et al., 2014)$ OTLQYHUVH Gtes\onp MOKt(E igue detefFchtekine peut

jouer aussiunréleari QIODPPDWRLUH SDU OD VXSSUHVVLRQ GH OD
inflammatoires(Steensberg et al., 2003; Tilg et al., 199En effet, certains travaux ont

PR QWU p V-6TeX présefice dé *) VHUDLW LPSOLTXpV GDQV OD UpJX
entre les cellules Thl7 et les Trégimura and Kishimoto, 2010; Scheller et al., 2011)
Contrairementj Of,/ OHV &60 V H Follg Vi¢oQadhshigtive mais son expression

peut étre potentialisée par des cytokinesipflammatoiresChan et al., 2012; Gazdic at.,

2015) $X QLYHDX WUDQVFULSWR®LgoXsdde H&V plSURW mivdaH O
GYH[SUHVVLRQ GH WRXWH OHV F\WRNLQHV VpgaddtpadNgpHV S DL
base des effets immunomodulateurs des CSifik et al., 2009)

[1.4.3. TGF (transforming growth factor beta)
Quantitativement, [eTGF HV W O 1 Xy@pkine& Hrivhunomodulatrices lalus sécrétée
constitutivement par les CSM. Il est considéré comme un médiateur prideifmtégulation

immunitaire et joue un rdle essentiel dans la résolution des réponses inflammatoires ainsi que

56



GDQV OfLQGnamiende @ téldaran€Hmmunitaire en influencant la prolifération, la
GLIIpPUHQWLDWLRQ O Y Ddewaire(HyWKCIREQ eHW 201B).a/versité ideO H X F
activités modulatricedu 7 *) sur les fonctions des cellules immunitaires est assez vaste et
comprend des effets tels glimhibition de la prolifération etes fonctiors effectrices des
lymphocytesT, la génération de cellulégega partir dedymphocytes T naifsl'atténuation

de la production de cytokines et l'activité cytolytique des cellules IBKsuppressiorde

O fité des cellules B, des cellules dendritiques et des macropfaggsmura and Muto,

2011)

[1.4.4. IDO (indoleamine2.3-diosygenase)

IDO est une enzyme de catabolisme du tryptophane, elle mosskd -effets
immunosuppresseurs et antimicrobiengf,'2 HVW XQ LPPXQRUppPXrQeBWHXU \
CSM humaines, aprés induction par des cytokinesirnflammatoires, principalement par

O -1jLiang et al., 2013) /,'2f®IVW SDV XQ IDFWHXU H[FOXVLI SRXL
GHV &60 j OfpwWwDW EDVDO PDLV LO HVW HVVHQWLHO SRXI
O 9 rl)Gazdicetal, 2015) /71,'2 VRLW GH PDQLqUH GLUHFWhbeV VRLW G
la prolifération et iNndutOfDSRSWRVH GHV O\PSERRUILNMW D JHHWS PoQ W M
cellules Treg de type 1 (HLO+INF &' ; Trl) (Hsu et al., 2013)Ainsi la neutralisation

GH O7,'2 LOQGXLW XQH UpG X F WdlliRed (EG<kts @tfaH, [ DIPE pRQ GH FH
O0Y,'2 SDUWLFLSH j OTLQKL HEt&foctpn@és LD, @ B M/ poldsstianR Q H W
des DCs et macrophage&ers un phénotype tolérogéfi-rancois et al., 2012; Gazdic et al.,

2015)

11.4.5. PGE2 (prostaglandine E2)

Les prostaglanding®G) sont des produits da cyclooxygénase (COX) syhétisé a partir

GH OfYDFLGH DWW B déuk Gor@ Ld€ XadX,al COX1 qui est constitutivement
H[SULPpH j SDUWLU GfXQ JUDQG QRPEUddt iGddilé dahks \d&XV WL
conditions inflammatoires, qui préférentiellement métaboliseG&2 (Brock et al., 1999;

Crofford, 1997)qui a un éle de maniére paracrine et autocrine sur les cellules environnantes.

Les CSM sécretent constitutivement des niveaux détectabl®GE#E mais qui est aussi

inductible dans des conditions inflammatoitéggarwal and Pittenger, 2005; Németh et al.,
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2009) Plusieurs études ont montré que le contact direct des PBMCs, des
monocytes/macrophages et des cellules NK avec les CSM induit une raagomede la
production dePGE2 (Chen et al., 2010)En retour, lePGE2 régule la prolifération, la
différentiation et la fonction des Iymphdeg T, des cellules NK, des
monocytes/macrophages, et bloque la maturation des[D&seth et al., 2009; Spaggiari et

al., 2009; Van Elssen et al., 2011)

I1.4.6. Chimiokines

Ce sont ue famille de petites protéinestructurellement apparentés avec des molécules
relativement petites (7.5 a 12.5kDa) avec les propriétés clatmarctives. Le€SM sécrétent

diverses chimiokinesin vitro, telles que CCL2/3/4/5/7/20/26, CXCL1/2/5/8/10/11ktdes

CX3CLL1. Il est raisonnable de supposer que les types et les combinaisons de chimiokines
exprimés par de€SM peuvent varier en fonction du microenvironnement et les contacts
spécifiques avec les cellules environnantes, d'autant quescellesci smt des cellules
immunitaires. Les cellules cibles attirées par le groupe précité de chimiokines sont des
neutrophiles, les monocytes, les éosinophiles, les basopeddgmphocytes T et B, les DCs

les cellules NK , et progéniteurs hématopoiétique dtiales(Meirelles et al., 2009)

Des études ont d#ontré que les chimiokines médiaie@ fLQWHUD FAWISRIGt HQWUH
G 1D X W U K ¥imnruiditaieX én Hattirant ces dernieres a proximité des CSM, qui régulent
ensuitela fonction ds cellules recrutées.i et al., 2012a; Ren et al., 2008)'f{DXWUH SDUW
FKLPLRNLQHV VHFUpWpHV SDU OHV &60 DJLVVHQW GYXQ
PLJUDWLRQ GHV FHOOXOHV VRXFKHV YHUV OHV VLWHV GH
immunomodulatrice(Boomsma and Geenen, 2012; Zischek et al., 200PHQVHPEOH GH FI
résultatssupposent que les chimiokines peuvent étre considérées comme un facteur crucial
SRXU HI[HUFHU OYDFWLYLWp IlPWPRXQRPRGXODWULFH GHV &60
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Facteurs secrétées par le6SM

Cellules cible

IL-10
IL-6
7*)
IDO
PGE2

Chimiokines

Mph, Neu,DCs, Thl,Treg, cellules tumorales
Neu, Mo,DCs,B,Th2, Treg, Th17CD8FoxP3+
Mph, NKDCs, B, T, Treg

Mo, DCs, B, T, Tregs

Mph, Mo, NK,DCs, T,

Neu, Mo, NK, Eo, Basd)Cs, Ly

Tableau 2. Les facteus secrété&s par les CSM et ses cibles correspondant GIDSUqV

(Kyurkchiev et al., 2014)

B : lymphocyts B, DCs:. cellules dendritiques, Mphmacrophage, Mo monocytes, Neu

neutrophiles,T : lymphocyteT, Treg: lymphocyteT regulateurs, Th lymphocyteT helper,

Eo Eosinophiles, BasoBasophils, Ly LymphocytesTGF : transforming growth factor,

IDO: idoleamine2 .-,3-dioxygenase, PEG2prostaglandine E2.
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I.VESICULE SEXTRACELLULAIRE S(VE)

[11.1. Généralités

Parmi les factewrsecrétés par les CSM, centagont libres VROXEOHY DORUV TXH G
associé a des vésicules membranairess végules extracellulaires (VES) sbdes vésicules
membranaires contenadtl cytosol des cellules sécrétagtenfernées dans une bicouche

lipidique. Ce mode deeérétion estres conservg@arles FHOOXOHY DOODQW GYRUJD
des procaryotes a des eucaryosepérieurs Kigure 10) (Raposo and Stoorvogel, 2013;

Waters and Bassler, 2006)HV SUHPLqUHV REVHUYDWLRQV GHV 9( VRQ'
dans divers contextes physiologiques, mais sans la prisendeience quéur forction est

une propriété biologique cellulaire universellement partagée. En 1946, les VEs ont été
observés en tant que particules pcoagulantes dérivées de plaquettes dans le plasma normal
(Chargaff and West, 1946plus tard, elles ont été dénommeégmussiére de plaquettepar

Wolfen 1967(Wolf, 1967) Dans les années 1970 a 1980, des observations indépendantes de

VE incluent la libération de vésicules de la membrane plasmatique a partir de cellules

G 1D G pQRP(He Brad-anvd. OL975)des particules virales dans des cultures cellulaires
humaines et du sérum boviBenz andMoses, 1974; Dalton, 1975t la détection de

vésicules, appelées prostasonigsegmayr and Ronquist, 198@dans le liquide séminal

(Ronquist et al., 1978)A la méme époque, les premierebservations de fragments
membranaires provenant de tumeurs ont été faltegor et al., 198Q)elles ont également

démontré une propriété pomagulante(Dvorak et al., 1981)En 1983, des études ultra
structurdes détaillées ont montré que les vésicules sont également lidépéetirdes corps
multi-vésiculaires (MVBs multi-vesicular bodies qui prov HQQHQW GgHQGRVF
multivésiculaires (MVE : mutivesicular endosonjefusionnant avec la membrane cellulaire

lors de la différenciation des globules rouges immat(iesding et al., 1984; Johnstone et

al., 1987) Une décennie plus tar®Raposoet ses collegues ont démontré que ces vésicules,
appelées alors exosomes, isolées a partir de lymphocytes B transformés par le virus Epstein
Barr, sont capablede présenter des antigenes@ftfduire des réponses slgymphocytes T

(Raposo et al., 1996En 2006 DYHF OD GpFRXYHUWH TXH OHV 9(V FR
compris des microARN, les VEs ont acquis un intérét renouvelé en tant que meédiateurs de la

communia@tion cellulaire(Ratajczak et al., 2006; Valadi et al., 2007)
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[11.1.1. Classification

La classification de ces vésiculesosp sur leurs propriétés morphologiques telle que la taille

et la densité, leur mécanismes de biogenése, leurs propriétés fonctionnelles, ainsi que sur le
type et le statut physiopathologiquess cellules qui les sécrétent, tels tpeifférentiation
celOXODLUH OH VWUHVYV O (DAl AWASRNe ptaReximpotddt® VIR U P |
dans ledéveloppenent récent des VeEest OH WUDYDLO FROODERUDWLI GHS
membres de la Société internationale des vésicules extracell{I&Eas pour International

Society of Extracellular Vedes|www.isev.orgf GDQV OH EXW GYXQLILHU OD QF
PpPWKRGRORJLHYV GIpWXGH GHV 9(V $ -grduges Xi€&)VE onF&MEXH O O H
définis (Gould and Raposo, 201@&igure 10, Tableaux 3.

Figure 11.Représentaton schématique de la sécrétion des microvésicules de différentes origines

Les exosomes générés par voie endocytmpe sécrétdd GDQV OTHVSDFH H[WUDFHOOXO
via la fusion de CMV (MVB multivesicular bed). Les microvésicule®@u ectosoms) générées
directement par bourgeonnement de la membrane plasmique. Les corps apoptotiques sont libérés par
fragmentation des cellules apoptotiques. Les procaryotesqtelles bactéries et les parasitesnt

également capables de sécréter des VE.O¥Me( membrane vesiclesklles sont formées par
bourgeonnementy HUV O { H[ W merhliredddxt&né dedDbactéries Gram néget EE :early
endosomelLV : intraluminal vesicules N : Nucleus; Pp: periplasm; OM: outer membrane; IM:

inner membraned:: flagella (YanezMo et al., 2015)

X les exosomesont une population homogene avec un diamétre de 30 a 150nm et une
densité de 1.09 a 1.18 g/mks &nt des marqueurs associess tgle Alix, Tsg101 (tumor
susceptibility gene protein 108t lestétraspanines (CD9,CD63,CD8reening et al.,
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2015; Thery et al., 2006)lls ont une origine endosomale, et sont stockeés et libérés par
exocytose via la fusn de corps multivésiculaires (MVBs) avec la membrane plasmique
(Mathivanan et al., 2010)

X les microvésicules (Ms), aussi connu comme lestesomes, sont de plus grosses
particules, avec un diamétre de 200 a 1000nm et représentent une populationutiEsvesic
relativement hétérogenes. Laration des MVs se fait par bourgeonnement de petites
protubérances cytoplasgues suivies par leur détachement du plasma. Par conséquent, il

a été suggeéré que la composition de la membrane des microvésicules reflete celle des
FHOOXOHY PgqUHV GfXQH PDQLQUH SEX¥nxWldReWH TXH F
2013)

X les corps apoptotiquessont des grosse particules avec un diametre de 1 a 5um et
ayant unedensité a 1.16 a 1.23g/mirhery et al., 2001a)lls sont libérés lors de la
fragmentation des membranes plasmiques qui se préddiQ GDQW OJDSRSWRVH

Des caractéristiquespécifiques ont été prop&ss pour ces soud U R X S H Ym@&iqJi( existe
actuellement un manque de marqueurs spécifiques largement acceptés pour distinguer ces
populations(Kalra et al., 2013; Tauro et al., 2012&HOD VJH[SOLTXH HQ SDUWLH
GH QRUPDOLVDWLRQ Gridnt efdeR mptBodds HIY caBdEtéNsRtiorHdes sous
JURXSHV GT1(9 &HSHQGDQW GDQV O incanpatibi¢ ptddOtdrdJ H OD
«microvésicules est souvent utilisé comme générique pour englober les exosomes et les
MVs (Lai et al., 2015a)tandis que les corps apoptotigdeRQW OYDFWLYLWp HW XQ |

avec ces deux premier€gableau 3)

Caractéristiques
7\SH G
Origine Taille Marqueurs Contenues
- Téraspannins | Protéines
Origine .
g | cytoplasniques
endosomal,
o _ (CD9,CD63 et | gyec la présence
libérés par fusion cD81
Exosomes . 30-150nm ) GT1$51P
de CMV a Composant miARN et
membrane , '
plasmique
Tsg101 non codant
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o Protéines
Integrines, _
_ cytoplasmiques
Bourgeonnement sdedtines, ]
_ ] _ avec la présence
' o direct de la 200- tétraspanins et
Microvésicules G$51P
membrane 1000nm des marqueurs _
_ ~ | miARN,et
plasmique cellulaires liésa
GIDXWUHWV
la membrane.
non codant
La fragmentation Phosphatidyl fragments
de la membrane serine et des nucléaires,
Corps _
_ plasmique au 1-5pm marqueurs organelles,
apoptotiques _ o .
cours de cellulaires liés a | protéines
OIDSRSWR la membrane cytoplasmiques

Tableau 3 /HV SULQFLSDOHV FDUDFWPpPULVWLTXHYV tadle] WURLV
OTH[SUHV WaRu@@urGeX leur contenu CMV: corps multivésiculairesESCRT:
endosomal sorting complex required for transport; Alix: apsjslinked gene2-interaction

protein X; miARN microARN; ARNm: ARN message

[11.1.2. Les VEs sécrétées par les CSM.

/THITHW S DUD F West@étritGlang lek&h@pitre précédent, de nombreuse études ont
montré que ces cellules synthétisent et é&téat un large spectre des facteurs soluble qui
jouent un role clé darssfonctiorns régénérative et immunomodulatrice Une grande partie

des efforts initiaux pour identifier les agents thérapeutiques actifs dans la sécrétion des CSM
sont concenti®sur des petites molécules telles que des cytokines, des facteurs croissances,
des chimiokines. En 200Bruno et ses collegues ont démontré que les CSM sécretent des
microveésicules de diametre 80nmilgum qui ont un effet de protection contre lésions
tubuaires aigués rénalegBruno et al., 2009)En 2010, une autre groupe a ensuite montré que

les CSM sécrétent une classe spécifigue de VE appelés exosomes avec un diameétre de 40 a

100nm, qui ont une origine endosomale et expriment des marqueurs spécifiques des exosomes
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tels que Alix, TSG101 eletraspaninglai et al., 2010a)Depuis lors des VEs ont été de plus

HQ SOXV UDSSRUWPpPHYV FRPPH O f88dnét@awIesVECSMAR/SEkK W LT XH LI
al., 2015) De nos jours, les CSM ont été signalées comme sécrétant plusieurs classes de
VEs dérommeées microvésicules, microparticules et exosomes. Cependant, il est évident que

ces difféerentes classes de VESs représentent des entités biologiques distinctes. Une partie de la
confusion de résultas réside dande fait que FHV 9(V QTRQW Spbysiq@esl e~ UL W qU
biochimiques bien clairs poétre définieset pourdifférencier chaque catégorie de VEsh

Yeo et al., 2013)

Comme déctiprécédemmaenles VEssont impliqués dans la communication cellulaire lors

du transfert des bionfecules fonctionnellement actis Tableau 3, et ainsi, peuvent étre

exploitte SRXU XQ XVDJH WKpUDSHXWLTXH GIXQH PDQLgUH VL
Certains étudesin vivo ont déja montré que les VEs dérivées des CSM ont des effets
thérapeutiques encourageants dans divers modeles animaexeRgnie, les VES ont montré

un SRWHQWLHO UpJpQpUDWLI XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfC
cadiovasculairgLai et al., 2010a; Sluijter et al., 2014 une réductiorde la fibrose dans un

modele GTLQV XIILV D&FEiHt blp PDIOHe et al., 2012¢t u uneLQKLELWLRQ GH
inflammatonDUWpULHOOH HW XQH UpGXFWUR®QetGIH20L;KNWS BEUWHQ V
al., 2014) Leur isolement a partir de CSM est potentiellement reptddac En outre, par

rapport aux thérapies a base de cellules estides EVs peuvent offrir des avantages
spécifiqguesdu point de vue de la sécurité des patients, comlifeepossédent une plus faible
propension a déclencher des népes immunitaires imées/ adaptatibiV HW OfJLQFDSDF
former directement des tumeutdokarizadeh et al., 20120u a famerdes agglomératdans

lesvaisseaux pulmonairésoma et al., 2009)

64



I11.2. Exosomes

[11.2.1 Généralité

Actuellement, parmi les VES, l@sieux caractérisées sont les exosorhederme «exosonye
provient de la contractortGH GHX[ PRWV GTRUWHIKY HKRWHWFTGXEl HW pV{
corps). Depuis leur découverte dans les années 80, les exososegensuwun intérét

grandissantsur PubMec’(http://WWW.ncbi.nIm.nih.qov.qate2.inist.fr/pubr]h,eté nombre de

publicatiors répertoriées est passé de 5 articles référencés entre 1980 et 4939
publications (donB revues scientifiques) dans les années 90, puiB53ublications (dont

148 revues scientifiqugsentre 2000 et 2010 et a 2545 publications (dont 737 revues
sdentifiques) entre 2010 et 2016

Préalablement considérés comnes transpoteurs de dchets cellulaires qui permettent
@Hminationdes protéines qui ne sont plus indispensablescalllale, lesexosomes sont de
plus en plus considérés comme des vésgulntervenant dans la communication
LOQWHUFHOOXODLUH HW GDQV OHV SURFHVVXNart BB XQRORJL
2012; Pegtel et al., 2010; Théry et al., 2009 lusieurs types de cellules ont été décrites
FRPPH VR Eldsorm&sn@iffo tels que les cellules hématopoiétigues lymphocytes
B, les lymphocytes T, les cellules dendritiques, les mastocytes@aquettesHeijnen et al.,

4XDK DQG 2TM1HLOO 5DSRVR HW D,des cellules 6NRNR
épithéliales intestiales, les cellules de Schwann, ¢eflules neuronales, les adipocytes, et les
cellules tumorales-auré et al., 2006; van Niel et al., 2001; Simons and Raposo, 2éte9)
Les exosomes sont trowé vivo dans plusieurs liquides biologiques tels que l'urine, le
plasma, le liquideséminal le liqguide amniotiqueles épanchemestpleuraux malins, l'ascite,
le liquide de lavage bronckalvéolaire,le liquide synovial et le laimaternel(Raposo and
Stoorvogel, 2013)

LD QRWLRQ GYfH[RVRPHYVY HVW DSSDUXH DX FRXUV GHV DQQ|
de R. Johnstonétudiait le devenir du récepteur de la transferrine (TfR) lors deal@aration

des réticulocytes de mouton en érythrocytes. TfR est la potéine majoritaire de la
membrane plasmique des réticulocytes, le devenir de ce récepteur a été suivi grace a
OTXMWMWDLMWOIRQ GYDQWLFRUSY PRQRFORQDX[ FRXSOpV j GHV E
électronique (ME)LO D pWp REVHUYp XQ SKpQRPgQH GTHQGRF\WR\
VXLYL GTXQH FRQFHQWUDWLRQ FURLVVDQWH DXemHLQ GH
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endosomal danla taille augmentait au fum mesure que des vésicules marquées
apparaissaientJlohnstone et al., 1987Enfin, la fusion de cet endosome avec la membrane
plasmique aboutissait a la libération, dans le milieu extracellulaire, dwatggpécifique de
OD SURWPLQH G L @ahsppiN FDOO HAH LGIINXGEEh Gle B® galidindtres
(Figure 11) (Johnstone, 1992, 2005; Pan et al., 1985)

Figure 12 Photos de microscopie électronique des esmmes dans le réticulocyte de
mouton au cours de la maturation A) Le corpsmultivésiculaire (MVB) contenant le
récepteur de la transferrinegqui est marqué padesanticorps monoclonaux cplés a des
ELOOHV G{IRULA fleéh® GoRevi@ddtre un MVB mwnencant afusionneravec la
membrane plasmique. B) libération des exosomes suite a la fusion des MVBs avec la
membrane plasmiqué&hrstone, 2005)

v %LRIJHQqVH GTH[RVRPHV

/ITDQDO\WVH GH OD FRPSRVLWLRQ SURWpPLTXH GHV H[RVRPH
GLIlpUHQWHYV pWDSHV GH OD PDWXUDWLRQ GHV HQGRVRP
mitochondriale, du réticulum éeeRSODVPLTXH RX GH QY BEB®xEY &ulsenGH *R O

des exosomes, confirmant ainsi leur origine endosoffaley et al., 2002a)

Au cous de O T H Q G RHgueR?)/ Hifférentes macromolécules présentent dans le milieu
extérieur et/ou la membrane plasmique sont captées ou internalisées par les cellules. Ces
molécules internalisées sont ensuitegéies vers les différents comparénts edosomaux

tels que les endosomes précoces, ce dernier va subir un processus de maturation pour devenir
XQ HQGRVRPH WDUGLI /fHQGRVRPHV WDUGLI HVW j OTRUL
uneinvaginationde la membrane endosomale permet la formation U8.M.a fusion des

MVBs avec les lysosomes aboutit a la dégratation du contenu endosomal. Ensuite, la fusion
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des MVB avec la membrane plasmique permet la libération de leur contenu, les vésicules
intraluminales (ILVsintraluminal vesiclesqui prennentle RP GfH[RVRPHV GDQV OH
extérieur(Waldenstrém an®onquist, 2014)

Figure 13. Représentation schématique de la biogenese et la sécrétion des exosomes

Les exosomes sont libérés par les cellules lorsque les organelles intracedl@ppelés
corps multi¥siculaires (MVB) fusionnent avec la membratgesmique. Les MVB sont formés
SDU GHV LQYDJLQDWLRQ@W canfiehQeat des mblétiesdy/énan@il Golgi

(par example, CMH de classe Il) ou ldemembrane plasmique (paxempleles récepteurs

du facteur de croissance). Par conséquerds lexosomes contiennent des matieres
cytesdiques et sont enrichis en marqueurs de protéines assagisndosomes tels que les
molécules Rab, ALIX, TSG101 ou les protéines endocytairesguel les récepteurs de
transferrine et les clathrine&hang et al., 2014a)

[11.2.3. Composition des exosomes

Comme décridans le chapitre précédentQeN R X U plhicoGch& Ipidique, la lumiére des
exosomes est une fraction cytosoliqug R XUYXH GTRUJDQHOOHYV FRPPH OF
réticulum endoplasmiquée noyau ouO fDSSDUH [HD eGaH, ZIRD J L

/ID FRPSRVLWLRQ GHV H[RVRPHV HVW GpSHQGDQWH GH
physiologique dda cellule qui les sécret&hang et al., 2014alLe contenu des exosomes
comprend des protéines solubldes protéines transmembranajréss lipides et des acides

nucléiquesFigurel3).
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[11.2.3.1. Composition protéique

La composition protéique des esames reflete le type cellulaire qui les a produits et leur
origine endosomale. Les protéines présentes dans les exosomes révelent également leurs
SRVVLEOHV IRQFWLRQV SK\WWLRORJLTXHV HW OHXUV SURSE

ExoCarta regroupe pluse 9000 protéines differentes qui ont été retrouvées dans les

exosomes issus de différentes sourd&xoCarta http://exocarta.orq/index.htnlbml Les

composants protéiques des exosomes sont distingués en deux types

Figure 14 5HSUpVHQWDWLRQ JUDSKLTXH GheskeroBdes/foriegnw GI1XQ
un large panel de molécules, y compris les protéines, les ARN., qui déapaabbur cellule
GYRULJLQH OfpWDW SK\WLRORJLTXH HWXxtREEWIKRORILTXH C
FRQWHQX GHV H[RVRPHV SHXW rWUH WUDQVIpUp GHV FHO!
représentain réseau de communicatiortercellulairesélaboré(Hu et al., 2012)

Les protéines ubiquitaire$ XH OfRQ UntWadlR Xe¥ HexoSones sécrétés, sont
majoritairementdes protéies impliquées dans la biogenése des aresoqui permet de
caractériserds exosomes comme des vésicules dérivées de la voie endgsemplus
particulierement des protéines retrouvées dans les M¥B Nielet al., 2006) Les analyses
SURWPRPLTXHYV G { H] dRéRitesi(esTfIRIesLel Ha3 Hyuides biologiques) ont
démontré que es protéines sont communément retrouvées dans tous les exodesies
tétraspanines (CD9, CD63 et 8D, les protéined PSOLTXpHV GDQV OD ELRJpQq
(Alix et Tsg101) et les protéines de choc thermique (Hsc70, H@8Q)rotéines ancrées a la
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membrane via le groupement glycegylosphatidylinositol (GP))ansi quedes molécules
GIDGKpVLRQ WH O Olilarm adfiesichnolécple), etUdeslintégrines. Des protéines
du cytosgelette (actine, tubuline et m@re)(Hu et al., 2012; Thery et al., 2009c)

L 1D XW U H pwtedes doiHsdndes protéinespécifiques du type cellulaire et du statut
physiopathologique des cellulass moment de la formation desv8s (Yang and Robbins,
2011; Yuyama et al., 2008Ces protéines sont héritées des cellules parentales cotame
molécules CMH de classe Il présentepie dans les exosomes des CDs et les lymphocytes B
(Muntasell et al., 2007; Zitvogel et al., 1998s granzymes et les perforines retrouvés dans
ceux des lymphocytes T cytotoxiqi@lanchard et al., 2002)

[11.2.3.2. Composition lipidique

La base de données ExoCarta liste également tous les lipides identifiés dans les exosomes. A

ce jour >1000 Ilipides ont été répertories dans cette bandiEoCarta

http://exocarta.orq/index.hti]meComme décrit préecédemment, les exosomes ont une origine

endosomal, la composition lipidique de leur membrane @3t delle des MVB, ellenéme

LVVXH GH OD PHPEUDQH SODVPLTXH Re OfHQGRF\WRVH D
plasmique, les exosomes contiennent plusptengomyline, de cholestérol, de gangliosides,

de phospholipidespfhosphatidylcholingsphosphéidylsérine et phosphatidylethanolamings

etd). Ainsi la membrane exosomale présente un enrichissement des acides gras saturés, tel que
sphingolipidesMorel et al., 2011)La compositiorlipidique particuliéere des exosomes leur
SHUPHW GYDYRLU XQH PHPEUDQH EHDXFRXS SOXV ULJLGH
GIXQH FHOOXOH &HFL SRXUUDLW H[SOLTXHU OD UpVLVWL
physicachimiques dans le milieu extrakéhire (YanezMo et al., 2015) Fitzner et ses

collegue ont suggerd XH OTHQULFKLVVHPHQW HQ SKRVSKDWLG\OVpL
membrane exosomale peut faciliter leur internalisapar les cellules receveusgstzner et

al., 2011) Par conséquent, la connaissadeda composition lipidique, notamment celle qui
FRQIgUH OD VWDELOLWpPp HW OD FDSDFLWp GH OBuQWHUQD

améliorer les systemes de délivrance des médicaments liposomaux.
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[11.2.3.3. Les carbohydrates

Les exosomes comportent des résidus saccharidiques au niveau de leur couche lipidique
externe. Cette derniére est enrichie en mannose, polylactosamiteeakdia2,6 sialique et

en complexesNJO\FDQQHYV 'HV WUDYDX[ UpFHQWYVY VHPEOHQW LQ
et a la reconnaissance des glycoprotéines et des glycolipides entre les exosomes et les cellules
cibles(Batista et al.2011; Vlassov et al., 2012)

[11.2.3.4. Composition en acides nucléiques

Des matériad génétigue VRXV |IRUPH GIDFLGH ULERQXARGmML&EXH $51
microARNs (miARN)) sont abondast dans les exosomes. Dans ExoCarta, plus de 3000

ARNmM et 2000 miARNs sont répertoriegExoCartal http://exocarta.orq/index.htflhl De

nombreux ARNs sont trould HQULFKLYVY GDQV OHV H[RVRPHV SDU UDSS
FHO O XOHV(NGIfERIWL HFXHY H \WCeértains articles rapportent que les ARN de

petite taille et non codant sont prédominant dans les exosomes par rapport a ceux retrouvés

dans les céllles parentales(Bellingham et al., 2012; Eirin et al., 2014; Minda et al., 2014)

/IHV PpFDQLVPHV SRVVLEOHV LPSOLTXpV GDQV OYLQFRUSR
également été identifi€gaborowski et al., 2015)l est proposé que les modification post

WUDQVFULSWLRQHOOH j OfH[WU pP LaneptrerfdaBdeb ékbsbmdsR Q G X L |
(KoppersLalic et al., 2014) /H SURFHVVXV GILQFRUSRUDWLRQ GHV PL
FPUDPLGHYVY /HXU ELRV\QWKqgVH HYV Weltrpllkgtingdmy@iBddd.O THQ]\P |
/ID UpSUHVVLRQ SDU XQ LQKLELWHXU ELRFKLPLTXH GH OfD

guantité de miARNS incorporés et sécrétés par les exogamesi et al., 2010)

&RQWUDLUHPHQW j O71$51 OD SUpVHQFH GYT$'1 GDQV OHV H
MXVTXTj SUp VHQWK GEHEHURP@W QAR QW Up OD SUpVHQRENGT$'1 D X
mitochondral dans les exosomes, donc les exosomes peuvent rdprases voie alternative

par aTXHOOH Of%$'l PLWRFKRQGULDO PRGLILp SHXW HQWUHU
diffusion de divers agents pathologiquésiescini et al., 2010) /D SUpVHQ Eolbie 1$'
EULQ $'1GE UHSUpVHQWDQW Of$'1 JpQRPLTXH $'1J D pV
UHIOpWDQW OfpWDW P XW D W pareqQtaes |Cza@hh¥ineE 00, X0,V W X P F
Thakur et al., 2014)
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[11.2.4. Interaction des exsomes avec les cellules cibles.

Les fonctions des exosomes dans les processus physiologiguageaogiques dépendant de

OHXU FDSDFLWp GYLQWHUDJLU DYHF OHV FHOOXOHV FLEO|
OLSLGHV HMUr&IH$ Bépendant, les mécanismes mis en jeu pour ce processus sont

mal défins. La capture des exosomes dépdu type de cellules recevedde HW VIHIIHFWXH
OTLQWHUQDOLVDWLRQ RX SDU OD IX\WleRasaiquglde&WH GHV
cellule cible(Christianson et al., 2013; Morelli et al., 2004)

Egalement les exosomes peuvent étre capturés par les cellules cibles selon un mécanisme de
reconnaissancepécifique type ligangécepteur(YanezMo et al., 2015) Parexemple les
lymphocytes T peuvent recruter des exosomes dérivés des DCs contenant des molécules de
CMH de classe | et II. Le recrutement de ces exosq@aekes lymphocyte T est dépendant de

LFA-1 (leukocyte function associated antigBn(Buschow et al., 2009; Nok§ W i & Hl.,

2009) /JHV WpWUDVSDQLQHY DSSDUDLVVHQW pJDOHPHQW rWUt
des exosomes avec la membrane plasmique des cellulesiribigs etin vivo (Rana et al.,

2012) en modulant les fonctions des protéines associées, y compris des protéines de la
famille des intégrines(Hemler, 2003) Le blocage fonctionnel des tétraspanines et des
intégrines, présentes OD PHPEUDQH H[RVRPDOH SDU GHV DQWLFRU:
30% la capture des exosomes par les cellules cibles. Ceci confirme le réle important de ces
SURWPLQHV SRXU OYDFFURFKDJH GHWerA RV, RBOINAPEY HF OD F
OTLQW D lesvdlliRel cbles, les exosonsepaivent fusionner directement avec la

membrane plasmique ou étre internalisés par des voies endocytaires digtigatesis).
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Figure 15. Représentation schématiquealu transport des protéines et des ARN par les
exosomes. Les protéines associées a laembrane (triangle) et les protéines
transmembranaires (rectangle) et les ARN (symbole incurvé) sont incesm#tectivement

GDQV Of,/9 GHV 09( RX GDQV OHV 09V ERXUJHRQQDQW j SD
MVE fusionnent avec la membrane plasmiqaerplibérer les exosomes dans le milieu
extracellulaire. Les MV et les exosomes peuvent s'accoupler a la membrane plasmique d'une
cellule cible (1). Les vésicules liées peuvent fusionner directement avec la membrane
plasmique (2) ou étre endoégts(3) puss fusionner dans les endosomes (4). Les deux voies
conduisent a la libération des protéines et des ARNs dans le cytosol de la cellule cible.
(Raposo and Stoorvogel, 2013)

[11.2.5 . Fonctions desexosomes

/IHV H[RVRPHV VXVFLWHQW XQ LQWpUrW JUDQGLVMIBPQW HQ |
joueraient un role important dans les communications intercellulaires. La membrane lipidique

des exosomes encapsule et protége leur contenu tsrzymes dégradants présentass

OH PLOLHX H[WUDFHOOXODLUH HW QnfoknaBdn physiolddig@eeRQF HQ
et pathologiques. Comme ellesdlesse @mportent comme un vecteur doté de nombreuses
SURWPpPLQHV RX $51V FHWWH FDUDFW pdfanéttignsvixavigQad XU SHU

communication intercellulaire notamment suplan immunologique.

Les exosomes jouent un réle complexe dans les réponses immunitaires et peuvent influencer
OfLPPXQLWp DGDSWDWLYH HW LQQpH SDU OfLQWHUDFWLRC
Par exenple, les exosomes provenant de DCs grbrdes molécules du MH I, et des

molécules de costiulation (CD40, CD80 et CD86) sont immunogéniques pour les
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lymphocytes T(Roche and Furuta, 2015; Theéry et al., 2002kes DCs murines chargg de

peptides peuvd potentialiser la cytotoxicité des lymphocytes T mais aussi celle des cellules

NK (Simhadri et al., 2008) /9 p W X Q&ti &6 Bkes colleques a aussi démontré que les
exosomes déréss GHV '&V VRQW FDSDEOHV GYLQGXLUH OD GLIIpUH
XQ SKpQRW\SH 7K HW DPpOlLVWoHAZ @FJILPFOBRXQRIPQLFLWDP

[11.3 . Exosomes dérivés des CSM

En 2010, les exosomes dés desCSM ont été pour la premiére fois étre étudiés chez les
VRXULY GDQV XQ PRGQgOH GYLVEFK(pd &t du,RSIHD )t >ensLiRQsP\RFD U
sont été testés dauplusieurs modéles de malalid a été démontré que les CSM peuvent
SURGXLUH XQH SOXV JUDQGH TXDQWLWp GITH[RVRPHV TXH (
la lignée cellulaire de leucémie monocytaire aigué humaine et la lignée des cellules rénal
embryonnaires humaines (HEKgic. (Yeh Yeo et al., 2013Les exosomeses CSM non

seulement exprimentldV PDUTXHXUV PHPEUDQDLU Hidis EBaemenQV GITH
expriment des marqueurs membranaires des CSM, tels que CD29, CD44, CD73.

lls portentégalement une grande quantité de complextiantdes acides nucléiquedes
SURWpPLQHVY HW GHV OLSLGHV ApAdEté Bélrhitdet RtQuEceptibe/ LRORJ
G 1 r vétdgtementaire par rapport a la fonction généraleedesoms. lls se comporteraient

comme des vésicules de communication intercellulaires pour moduler des processus
cellulaires (décrit dans le chapitre précédelat)soutien sbmale des CSMet des cellules

souches hématopoiétiques pamaintien du microenvironnement tissulaire@§meostasie.

$ FHW HIIHW OHV H[RVRPHV GpULYpV GHV &60 SHXYHQW DY

types de cellules voisines et provogdes réponses cellulaires appropriées.
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[11.3.1. Composition des exosomes dérivé des CSM
1.3.1.1. /YDQDO\WH SURWPpPRPLTXH

Initialement, la caractérisation protéomiquesdexosomes sécrétaspartir des CSM a été

publiée parKim et Lai, en 2012(Kim et al., 2012; Laet al., 2012) Kim et ses collegues
utiisaQW OD VSHFWURPpWULH GH PDVVH SRXU OYDQdeO\VH GX
exosomegar ultracentrifugation a 100000g a partir des CSM de moelle osseuse humaine.

730 protéines ont été identifiéési et ces collégues ont distingué 857 protéines par la méme
technique dans des exosomes isolés a partir de CSM dérivées de cellules souches
embryonnairehhumaines (MSC huES9.E1) pachromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC). Cependaneutement une soysopulation de 315 protéines est
commune dans ces deux articles, parmi laquelle, un nombre importance de protéines
cytoplasmiques et membranaires telles dgemarqueurs spécifiques de&SM (CD9, CD63,

CD81, CD109, CD151, CD248, CD276)es récepteurs membranajrie récepteurs B du

facteur de croissance dérivé des plaquettpkatéletderived growth factor receptér;

PDGFRB), le récepteur de facteur de croissance épidermigpelgrmal growth factor

receptor, EGFR) et le récepteude | {DFWLYDWHXU GX SO DplabnipéedgQH XU
activator, urokinase recept@®LAUR), qui sont impliqués dans le recrutement tissulades

molécules de signalisatiorRRAS/NRAS, Wnt5B, MAPK1, GNA13/GNG12, RHO, CD42,

et VAV2, qui participentau FRQWU{OH GH O9DXWR laHff&edoidi@ad O HP HQV
cellulaire desCSM (Kim et al., 2012)

A ce jour, il existe deux bases de données publig@d4edia et ExoCarta qui contiennent

des donges de la composition des exosomes de différents types cellulaires provenant de
plusieurs études. Les composants protéiques dans les exosomes dérivés des CSM ne restent
SDV FRQVWDQWY HQ UDLVRQ GH OfKpWpURJpQpld®sVia GHV F
condition de culture cellulaire ont une influence sur le profil de sécrétion des CSM provenant

de différentes sourcésavoie and Rosilyles, 2013) Les composarg protéique également

peuvent varieselon les différents lots de CSM. Les exosomes dérivées de trois lots de CSM
indépendants, par la spectrongtde masse, mettant en évidence seulement une partie des
protéines commuas(R. C. Lai et al. 2012)Les variations des protéines des exosQiseks

a partir des CSM dadifférentessources peuvent aussi révéler des différences fonctionnelles.

Par exemple, dans le cas de glioblastome, les exosomessdi&sv€SM de lanoelle osseuse

et du cordorombilical, sont capabkede diminuer la prolifération de la lignée de cellules de
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glioblastome, alors que ceux provenant des CSM du tissus adipeux ont un effet(@gpose
Fattore et al., 2015a),0 HVW QpFHVVDLUH GH IDLUH GHV pWXGHV H(
exosomes dérivés des CSM proverdadifférentes sources.

Dans la littérature,nous pouvons trouver quelques exemples des protéines qui étaient
présentes dans des exosomes mémes si elles ne sont pas détectées dans lesreatiiles

/IHV DXWHXUV GH FHVY DUWLFOHY VXSSRVHQW TXH FH SKpQR
trés précises du systeme de tri lors de la biogénése, ou étre lié a la limitation des techniques
GILQGHQWLILFDWLRQ GHV SURWpPLQHV TXL VRXIIUH WUQqV
bien nécessitde normaliserds résultats obtenysr rapport auprotéines totake(Katsuda et

al., 2013; Kim et al., 2012; LopéZerrilli et al., 2016; Vallabhaneni et al., 2015)

.3.1.2.LHV SURILOV G1%$51

Comme &s exosomes en général, les exosomes dérivéeLC8bE contient un nombre

abondant de miARNs. Une analyse détailkéenontré que les miARNs présemdans les

exosomes isolés de ESSM sont majoritairement sous une forme prématGie=n et al.,

2013) Les exosomes dérivés des CSM contiennenedgdl QW XQH TXDQWLWp LPSRU
de transfdr (ARNt). Il existe des différences remarquables entre les exosomessdigs/é

CSM provenant du tissu adipeux de la moelle odd XVH HQ WHUPHV @Mft8H1 &HV
pourraient rendre compte de propéedifférentes des différents exosomésaglio et al.,

2015)

[l .3.2 Réle dans la réparation tissulaire

Un des roles de&« 60 HVW GH PDLQWHQLU OYKRPpRVWDVLH GDQV C
VLWXpHVY (OOHV VRQW SRXUWDQW VHQVLEOHV j OTHQYLUR
lorsque le microenvironnement tissulaire est altéré par une maladie ou une blessure q
FRQGXLW j XQH SHUWXUEDWLRQ GH OYKRPpRVWDVLH WLV
réagissent comme un mediateur dans ce role car ils sont tres riches en enzymes. Les exosomes
dérivés des CSM pourraient restaurer daction normale des tissus l8s@pidement en
IRXUQLVVDQW OHV HQJ\PHV DFWLYHV SRRUCSHRBRXYRLU OF
Lim 2015) /D SUHPLqUH pWXGH VXU O YHdxdsbrieB dévpeEs\Weds [tSd SH X W
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est OD UpGXFWLRQ GH OD dwWmyota@d aifp dhnsO L @dd2lenfuvinX V
GILVFKpPLH UMRESMHA IX YL, RQ@L0a, 2010b)Les lésions myocargiies sont
paradoxalement dseau rétablissement du flux sanguin et de l'oxygénenizeau dutissu

cardiaque ischémique. Le degré de la lésion tissulaire est proportionnel a la durée de
OYLVFKappraddctionG 1$73 G DLQWcadlldque est redeitGIDERUG SDU OD SU]
GTR[\JgQH SHQGDQW OfLVFKpPLH it VorSdeld résepittsiod p VLR Q
ORUVTXH OfDOLPHQWDW L RQsakbQet BRI[\JG HT B Y WOV M/ SERIWHP R F
GHV WLVVXV FDUGLDTXHV UHSHUIXVpV DlaUgp@ftsiopenT XTLOV
nombreuse HQJ\PHV JpQpUDQW OD SURGXFWLRQ GH 0Of1%$73 WHC
acides gras, de la glycolyse et du cycle de l'acide triggligoe (Li et al., 20.2b) Cet
appauvrissemergn enzymegourrait étre complétéu supplépar le protéome des exosomes

dérives desCSM TXL HQULFKLVVHQW HQ HQ]\PHV XCChBRS®O\WLTXH'
impliquées GDQV OD SURGXFWLRQ GH Of1%$73 eWndckosidedit XH O D
phosphat&kinase(Lai et al., 2013a)Cette complémentation a été mise en évidence par une
augmentation du niveé G 1 $ofs8de la reperfisn myocardique, et cet effet est également

observé dasle modéle muriiCrisan et al., 2011) ' D X W péhd@iDdbMssure tissulaire

associée AWR pendant laquelléa mort cellulaire est supérieure a la prolifération cellulaire,

la fonction tissulaire serait compromise. Pour restaurer la fonction des tissus, le nombre de
cellules doit étre augmenté pour rempldesrcellules morted.es cellules mourant liberent

OHXU Of1$73 HW 0O9Y%$'3 GDQV OfHVSDFH H[WUDFHOOXODLUH
O 1 $ QL3ithje, 1989) /H &' XQH HFWR 9§ QXFOpRWLGDVH SUpVHQW
VRQW FDSDEOHV GYK\GURO\VHU O Y $eBmé&h &V &,.DFEH)@etX ODL U H \
derniére peuvent ensuite activERK1/2 et AKT qui sont impliguées dans le voie de

signalisation de la survie et de la prolifération celluléliiE et al., 2013h)

N 3.3 5{OH GDQV OfLPPXQRPRGXODWLRQ

Comme déctidans le chapitre précédent, desdacs solubles sécrétés par @SM jouent

un réle important dans Igenctiors immunomodulaices desCSM. Le profil protéomique
suggere que les exosomes dérivés des CSM possédent de nospretdésees qui ont des
fonctions immunomodulatriceé&lim et al., 2012; Laet al., 2012)

Budoniet ses collegues ont démontpée les exosomeasolés des CSM de moelle osseuse
humaine peuvent inhibda prolifération et la différentiation ddgmphocytesB dans un

systeme de coulture de cellules mononuelgdu sang périphé&ue stimulées par CpGle
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PDQLqQUH GRVH GpSHQGHQW DLQVL TXYLQKLEHU OD SURG)>
outre, dans le méme systéme decatiure, une internalisation des exosomes dans une sous
population des cellules CD86/CD19, qui correspomdaux lymphocytes Bactivées, a été

observée ermicroscopie confocal (Budoni et al., 2013) /fHIIHW GHV H[RVRPHV
O\PSKRF\WHV 7 D pWp GpRek@ixddepetSes dolledupsVv&nhezHesHuris,

ces ateurs ont trouvé que les exosomes dé&rieHYV & 60 G Y Rld mde¢ll® bss@ubk,

inhibent la prolifération des lymphocytes T syngéniques et allogéniques. En outre, ils ont
démontré que ces microparticuleRQW FDSDE OH Vop@esel @S Nphetyt€sD S

activés. Ainsi ils ont trouvé que cette inhibition est associée a une augmentation de la
SURSRUWLRQ GHV 7UHJ &' &' JR[3 'I{DXWUH SDUW XQH
G 1-10 et deT*) par des cellules lymphoides spléniques cultivées avec les exosomes
dérivés de CSM a été observée. Ces résultats suggerent que les exosomes sécrétés par des
CSM peuvent induire la signalisation tolérogéiokarizadeh et al., 2012Plus tard, des

résultats similaires ont été observés dans des PBMCs humaingsuti stimulés par des

billes recouertes GTD QWL FR U S We&Fati&t et al., 2015b)La stimulation induite

par les billes, augmente la prolifération des cellules CD3+, ainsi que celbeltidss Treg.

En présence de CSM, la prolifération des cellules CD3+ est inhibée, sans modifier
VLIQLILFDWLYHPHQW OfDSRSWRVH &RQWU DsLeddsébhteé®QW | Of
QTIRQW SDV GTHIIHW VXU OD SUROLI pduibewt lurepaptdse desl O O X O
cellules CD3+ totales et une augmentation de la prolifération des Tregs. Cet effet induit
OTDXJPHQWDWLRQ @& XstUidaNd eondedtkatiory #1110 dans le milieu de

culture. lls ont également trouvé gu O 1 D FO/N L."2 Lviilidinentée dans les surnageant de

la culture de PBMCs avec des CSM, mais cette augmentation est absente en présence des
exosomesgDel Fattore et al., 2015b) "I DXW UH S D KWine©dt g&¥ olaHor@idlrs a

trouvé que les exosomes dérivés des CSM expriment la Galéaitheur surfacéilpinen et

al., 2013) qui favorise la prolifération éa fonction des Tregs induisent un profil tolérogene.

Chenet ses collegues omhontré que les exosomes dérivés des Gfvaientinhiber la

sécrétion des cytokines pnaflammatoires tel que le TNE  O-f,/et augmenter la

sécrétion des cytokines aimiflammatoires tel quer *) pendent la culture des PBM@s

vitro (Chen et al., 2016)

Les résultatsn vitro sont également supportés par des observaiioviso dans des modeles
DQLPDX[ 'DQV OH PRGqOH DQLPDO GH OD PDOD&ian LQIODF

sulfate sodium (DSS)ek souris recevant quotidizement des exosomes dérivés de GHIM
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des Iésions du cblon moins séverpee les souris contrdles non tragé_es résultatRT-PCR
quantitative VXU Of$51 H[WUDLW GH &{ORQ RQW RRRMWLp XQH
inflammatoires par rapport aux animaux contrélesttore et al., 2014)Il a été également

montré que le traitement avec des exosomes a retardé le rejet des greffes de peau allogéniques
chez les souris, avec une augmentation du nombre de (Htegsy et al., 2014b)

Collectivement, ces données suggérent que les exosomes isolés a p&sidpsurraient
UHSURGXLUH OfHIIHW LEIMXQFRE MBS QdiWHIEIICEMEIdSitent

intérét croissant car ils pourraient représenter un outil thérapeutique plus paatitjiserpar

rapport a leurs cellulegarentalesEn particulier, le stockage des exosomes est plus facile a
DVVXUHU 'H cBmBa&ion @fnbipale dans les poumons aprés une injection IV de
CSM, limitant leur efficacité et leur toléranéeischer et al., 2009)ne semble pas survenir
DYHF OfLQMHFWIEaR @té@edditRubBiteidevit avec les exosomes dérivés des

CSM a été récemmemtpportéavoir été efficacehez un patient avec GVHD résistant aux
stéroidegKordelas et al., 2014)Cependant, des travaux supplémentaires a larfoigro et

in vivo estnécessair®afin de mieux comprendre la puissance et les mécanismes d'action de

cet outilavec un potentigible immunosuppresseur.
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

Comme je l'ai décrit préecédemmelgs CSM sont des immunomodulateurs promesteur
thérapiesde diversegpathologies impliquanke systémammunitaire, telles que du rejet de

greffe, ks maladies inflammatoires et auteimmunes. Cependant, des études vivo ont

montrées que le taux des CSM migrant sur les sites ciblés par rapport aux CSM greffées est
UHODWLYHPHQW IDLEOH 3$LQVL GHV pWXGHV RQW FRQILUF
intraveineuse a desongeurs induit unecapture deces cellules dans decapillaires des
poumongFrancois et al. 2006; Toma et al. 200Bischer et al. 2009

Récemment, ertainesétudesont suggéé que les exosomes dérivées des CSM sont capable
demimer O fLP P X QR P RGut©OdaVéd etiles parentales sur les cellules effectrices
immunitaires, telles que les lymphocytes B,et]es cellules NK(Budoni et al., 2013; Di
Trapani et al., 2016; Mokarizadeh et al., 2012)

/IfHITHW WKpUDSHXWLTXH GHV H[RMMRREsEertdils ipdee&S HY & 60
animaux demaladies cardiovasculairg inflammatoire ou delésiors tissulaires par exemple

/1L QMH Fveéd \FEQre@®éht améliorer la réparation tissulairepessedeun effet anti
inflammatoire De plus il a été montrélans le modélanimale degreffe de peauxun effet
tolérogénadesexosomeskattore et al 2014; Zhang eal, 2014. Cependantes mécanismes

induisant une inhibition des effecteurs de limmunité par les exosomes n'ont été que peu

étudiés.

/[fREMHEWLI GH: FHWWH WKqVH HV

x Evaluer l'effet les exosmoses dérivées des CSMs sur les cellules effectrices du rejet
aigues, les lymphocytes T et les cellules NK.
X Invegiguer les mécanismes d'inhibition des exosomes dérives des CSM sur les

cellules NK.
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Résultats



RESULTATS

Les cellules suche mésenchymateuse (CSM) présentent une puissante activité
immunomodulatrice sur les lymphocytes T et les Natural Killer (NK), impliqguées dans les
réactions allogéniques. Les propriétés immunomodulatrices des CSM dépendent de contacts
cellulaires et de facteurs secrétés. Ainsi les exosomes produits par ces cellules pourraient
constituer des nouveaux produits thérapeutiqugs XV DYRQV GRQF pWXGLp

exosomes dérivés de CSM sur les lymphocytes T et les cellules NK.

Conclusion du travail :

Nousavons remarqué quO HV H[RVRPHV GpULYpV GH &60 LQKLEHQW O
et la cytotoxicité des cellules NK.o@trairement aux CSM qui inhiberdigalement les
lymphocytesT, leuse[RVRPHV QTRQW SDV GIHIITHW VXUm@3EXU SURC
évidenceque les exosomgmrtantdu T *) et des molécules régulatrisele 7 *) telles que

LAP, et TSP1 De plus,0OD SUpVHQFH G fkhpRiyrRIBAtIM7I* D SMadd3 dans

les cellules NKEnfin, leur fonction inhibitrice est abrogéeee '"fefe ... F Ti—e fo—c.. "
bloguants anti- >. Dans lénsemble, ces résultats suggérent que les propriétés
immunomodulatrices de CSMs sules NK pourraient dépende de la présence de >

présenté ou associ@ux exosomes.
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Fetal Liver Mese nchymal Stem Cell derived Exosomes impair NK

cell but not T cell function
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Highlights

X MSC derived exosomes inhibit NK cells
X exosomes carry membrane-ER X QG 7and can induce Smad signaling in

NK cells

81



SUMMARY

Mesenchymal stem cells (MSCs) are powerful immunomodulators that regulate the
diverse functions of immune cells involved in allogeneic reactions, such as T cells
and natural killer cells (NK), through cell-cell contact or secreted factors. Exosomes
secreted by MSCs may be involved in their regulatory functions, providing new

therapeutic tools.

Here, we showed that MSC-derived exosomes inhibit proliferation, activation, and
cytotoxicity of NK cells, but do not inhibit the proliferation of T cells. Exosomes
bearing LAP, TGF E and TSP1, a regulatory molecule for TGF E induced downstream
7 *) /ISmad2/3 signaling in NK cells. The inhibition of TGF E using a neutralizing
anti-TGF antibody, restored NK proliferation, differentiation, and cytotoxicity,
demonstrating that MSC-derived exosomes exert their inhibition on NK cell function

via TGF E

These results suggest that MSC-derived exosomes contain biologically active

immunomodulatory factors.

82



INTRODUCTION

Mesenchymal stem cells (MSCs) are nonhematopoietic multipotent stem cells that
can be isolated from various adult and fetal tissues, such as bone marrow, fat, liver,
and umbilical cord (Lv et al. 2014). MSCs have been widely tested in clinical trials
due to their regenerative and immunomodulatory abilities. They can downregulate
functions of immune effector cells (IEC) of both innate and adaptive immunity,
including T cells, NK cells, B cells, and macrophages (Gazdic et al. 2015). MSCs act
on T cells by inhibiting their proliferation and cytotoxicity and by committing them to
become regulatory cells (Haddad et al. 2014). They also regulate NK-cell proliferation
and cytotoxicity(Reinders and Hoogduijn 2014). Thus, MSCs are an attractive
candidate for cellular immunotherapeutics to induced tolerance in allogeneic
transplantation and/or autoimmunity. The mechanism of the immunomodulatory
activity of MSCs is unclear, but accumulating evidence suggests that MSCs exert
their therapeutic effects mainly through the delivery of paracrine factors, including
7*) ,' 2 PEG,, and others (Sze et al. 2007; Kyurkchiev et al. 2014). Some of
these factors are directly secreted, whereas others are released associated with
secreted membranes, such as exosomes, which are important mediators of the

paracrine effect of MSCs (Kim et al. 2012; Lai et al. 2012; Lali, Yeo, and Lim 2015).

Exosomes are 30-150-nm bilipid membrane-bound extracellular cargo vesicles,
containing protein and RNA, which are actively secreted by diverse cell types. They
are involved in intercellular communication through the transfer of proteins and RNA.
Exosomes express tetraspanins (CD9, CD63, and CD81), TSG101, and Alix. They
originate from cellular multi-vesicular endosomes (MVE) and are secreted by the cell
after MVE fusion with the plasma membrane. Exosomes retain a similar phenotype

as that of the original cells and, at least in part, exert some of the same functions
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(Simons and Raposo 2009). Several published studies have reported that MSC-
derived exosomes have similar functions as those of MSCs, such as repairing injured
tissues, modulating immune responses, and anti-inflammatory effects (Yu, Zhang,

and Li 2014, Lai, Yeo, and Lim 2015).

MSCs are used for therapeutic purposes to regulate the immune system in
transplantation, autoimmunity, and regenerative medicine. They can be locally
delivered, but are generally injected intravenously, despite intravascular trapping in
the lungs due to their size (Fischer et al. 2009). Thus, administration of exosomes,
which are smaller, should reduce lung accumulation and favor their delivery to the

targeted organ.

Here, we studied the immunomodulatory effect of MSC-derived exosomes, relative to
that of MSCs, on the function of T cells and NK cells, which are considered to play a
crucial role in allograft rejection. Bone marrow-derived MSCs have a limited effect.
Thus, we used MSCs derived from human fetal liver (FL-MSC), which have been
shown to have a much longer in vitro lifespan than BM MSCs, while exhibiting a
similar immunomodulatory potential (Giuliani, Fleury, et al. 2011). We show that FL-

MSC exosomes inhibit NK, but not T-cell function.
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RESULTS

Characterization of human FL -MSC and FL -exo

Following 14 to 18 days in culture in standard medium, isolated FL-MSCs were
positive for the specific MSC markers CD73, CD105, CD90, CD29, and HLA class |
(HLA-ABC). They were negative for the hematopoietic markers CD45, CD34, CD31,
CD14, and HLA class Il (HLA-DR) (Figure 1A). Moreover, we demonstrated the
multipotent ability of FL-MSC by differentiating them into osteogenic, adipogenic, and
chondrogenic lineages, resulting in high extracellular deposition of calcium,
accumulation of intracellular lipid droplets, and active synthesis of proteoglycans,

respectively (Figure 1B).

FL-exosomes (FL-exo) were isolated by sequential centrifugation. Electron
microscopy analysis of vesicles showed them to be between 60 and 100 nm in
diameter (Figure 1C), corresponding to the normal size of exosomes.
Immunophenotyping showed the expression of tetraspanins (CD9, CD63, CD81),
which are enriched on exosomal membranes. The exosomes also expressed the
mesenchymal marker CD29, but not other markers, such as CD73 and CD105. They
also did not express HLA class | or Il (Figure 1D) or markers specific to intracellular
compartments, such as cytochrome C for mitochondria, calnexin for the endoplasmic

reticulum, and syntaxin 6 for golgi (Figure 1E).

The immunosupressive effect of FL  -exo on IEC proliferation

We compared the immunomodulatory effect of FL-MSCs and FL-exo, by activating

CFSE-stained PBMCs with anti-CD3/CD28 and coculturing them at various IEC/MSC
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ratios (from 1:1 to 1:16) or various concentrations of FL-exo (from 50 pug/ml to 400
pg/ml). CD3-positive lymphocytes stimulated with CD3/CD28 showed much stronger
proliferation than resting PBMCs. Coculture with FL-MSCs prevented their
proliferation in a ratio-dependent manner, whereas FL-exo had no effect on the

proliferation of activated CD3 cells (Figure 2A).

We next tested the effect of FL-MSCs and FL-exo on NK-cell proliferation. IL-2
activated NK cells were labeled with CFSE and cocultured for seven days, with or
without FL-MSCs or FL-exo, at the same IEC/MSC ratios and FL-exo concentrations
used for the PBMCs. Both FL-MSC and FL-exo prevented the proliferation of
activated NK cells, as assessed by the CFSE dilution assay, (Figure 2B) in a ratio-

and dose-dependent manner, respectively.

These results show that FL-MSCs can inhibit both T-cell and NK-cell proliferation,

whereas FL-exo affects only NK-cell proliferation.

FL-exo prevent IL -2-induced NK -cell activation and inhibit NK  -cell cytotoxicity

We investigated the role of FL-exo on NK-cell activation and cytotoxicity relative to
that of FL-MSCs. The cytotoxicity of activated NK cells against K562 cells strongly
depends on the expression of the activator receptors NKG2D and NKp30. NKG2D
and NKp30 were strongly downmodulated when NK cells were treated with FL-MSCs
or FL-exo (Figure 3A). This was also observed at the mRNA level when activated NK

cells were treated with exosomes, as assessed by RT gPCR (Figure 3B).

We evaluated the cytotoxic degranulation capacity of NK cells by flow cytometry

through the expression of CD107a (lysosmal-associated membrane protein-1, LAMP-
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1) in the presence of target cells. We did not detect CD107a expression on resting
NK cells following incubation for four hours with VPD450-labeled K562 target cells.
However, CD107a was strongly expressed on the cell surface of activated NK cells,
but was lower when activated NK cells were cocultured with FL-MSCs or FL-exo, in a
ratio and concentration-dependent manner, respectively (Figure 3D). We analyzed
the cytotoxic effect of NK cells on K562 target cells by Flow cytometry, by
determining the incorporation of 7AAD into VPD450-labeled targeted cells. Resting
NK cells exhibited minimal cytotoxicity against K562 cells, whereas IL-2-activated NK
cells showed increased 7AAD staining of target cells, which was also efficiently
impaired by FL-MSCs or FL-exo, in a ratio and dose dependent manner, respectively.

(Figure 3E).

These data indicate that FL-exo are able to inhibit NK-cell activation and cytotoxic

functions in vitro.

We also analyzed the phenotype of NK cells, especially their expression of CD56,
since CD56-bright NK cells are associated with cytotoxic activities. Ten percent of the
resting NK cells were CD56 bright. However, the proportion of the CD56-bright
population increased two to three-fold when the NK cells were stimulated with 1I-2.
This increase was significantly less in the presence of FL-MSCs or FL-exo (Figure
3C), suggesting that both MSC and their exosomes impaired the activation,

proliferation, and differentiation of NK cells.
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([RVRPHV H[SUHVV 7*) RQ WKHLU VXUIDFH DQGtheQGXFH \

7*) 6nad pathway in NK cells

Several soluble factors have been reported to be involved in MSC-mediated inhibition
of NK cells, such as PGE, ,'2 DQG 7Wg performed a proteome analysis by
mass spectrometry to identify factors that could be associated with the inhibitory
effects of exosomes. This analysis showed the presence of TSP1 (data not shown),
ZKLFK LV DQ DFWLY D WwhprUgRhe ©dpfdrirhiafonal ehignge of the latency
associated peptide (LAP) (MurphyUllrich and Poczatek, 2000)This result was
confirmed by flow cytometry, showing the surface expression of both TFG (Figure
4A and 4B). and TSP1 (Figure 4C and 4D) on FL-exo Immunoprecipitation of LAP, a
FRPSRQHQW RI WKH ODWHQW 7*) FRPSOH[ UHYBBRIOHG WK

D QG 7"%n FL-exo (Figure 4E).

We next determined whether the inhibitory effect of exosomes on NK cell function is
dependent RQ WKH VXUIDFH HI[SUW¥ vieBtiQat&llwhiether exosomes
induce WKH 7*pad pathways. IL-2-activated NK cells do not exhibit
phosphorylation of Smad2/3, as assessed by flow cytometry. We observed Smad2/3
phosphorylation following 30 minutes of 7*) W U H D.VirBath@@ht/with FL-exo also
induced Smad?2/3 phosphorylation in NK cells (Figure 5A). We investigated the sub-
cellular localization of Smad2/3 in IL-2-activated NK cells, in the presence or absence
of 7*) R U -gXo, by immunofluorescence. Almost all Smad2/3 staining remained
ORFDOL]J]HG LQ WKH F\WRSODVP LQ XQWUH-DR-¥tiv&aedNKFHO OV
cells for 30 minutes induced partial translocation of Smad2/3 into the nucleus.
Surprisingly, we observed complete nuclear translocation of Smad2/3 in activated NK
cells following treatment with FL-exo for 30 minutes (Figure 5B). We obtained similar

results in four independent experiments.
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Reduced NK cell function is at least in part induced by ex RVRPDO 7*)

We further investigated whether the inhibitory effect of exosomes is mediated by
7*) Dby performing a functional assay usingananti-7*) QHXWUDOL]LQJ
pg/ml). IL-2-activated NK cells were culture for four days, in the presence or absence
of FL-exo, and a 7 *) -neutralizing antibody. We then assessed NK activation and
cytotoxicity by flow cytometry. The expression of the NK activating receptors NKG2D
and NKp30 by activated NK cells was significantly restored E\ 7*) -neutralizing
antibodies (Figure.6A). We next analyzed the 7 *) -neutralizing antibody-mediated
inhibition of the effect of FL-exo by CD107a expression on NK cells and 7-AAD
uptake by K562 target cells. 7*) -neutralizing antibodies restored the
degranulation and cytolytic ability of activated NK cells inhibited by FL-exo (Figure

6B).

Our results suggest that the inhibitory effect of FL-exo on NK cells is at least partially

dependent RQ WKHLU 7*) H[SUHVVLRQ

89

DQWLE



DISCUSSION

We previously reported that FL-MSCs support long-term in vitro expansion better
than BM-MSCs, while maintaining long-lasting immunoregulatory properties. These
features make FL-MSCs an attractive therapeutic tool. We also reported that MSCs
exert their immunoregulatory function through various secreted factors (Giuliani,

Fleury, et al. 2011).

Here, we demonstrated that coculture with FL-exo, as well as FL-MSCs, inhibit
purified IL-2-activated NK cell functions. NK cells are responsive to IL-2 induced
differentiation and activation. In vitro stimulation of peripheral blood NK cells by IL-2
alone induces their proliferation, in particular the CD56 bright subset (Cooper,
Fehniger, and Caligiuri 2001). Here, we demonstrated that exosomes inhibit NK
proliferation. They also inhibited the proliferation and/or differentiation of the CD56
bright cytotoxic NK subset. NK cells act in the first line of defense in immunity and
their ability to lyse target cells does not depend on prior sensitization. We show that
the transcription of NK-activating receptors is inhibited by MSC-derived exosomes.
NKG2D is an NK-cell activating receptor that plays a major role in NK-mediated
cytotoxicity by recognizing various antigens on stressed or infected cells and tumor
cells (Eagle and Trowsdale 2007). The importance of NKG2D has been
demonstrated in organ transplantation in animal models, as well as in human
transplantation, magnifying innate and adaptive immune responses (Suarez-Alvarez
et al. 2009). Depletion or inhibition of the expression of NK-activating receptors could
account for the FL-exo-mediated inhibition of NK cell function. Here, we showed that
decreased expression of two NK-activating receptors indeed correlates with

decreased cytotoxicity of NK cells against target cells.
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The modification of IL-2-activated NK-cell cytotoxicity by MSCs has been previously
reported by our group (Giuliani, Oudrhiri, et al. 2011). In our coculture system, FL-exo
have a similar inhibitory profile as FL-MSCs, despite the fact that MSCs are also able
to inhibit the cells and associated functions of both innate and adaptive immunity
(Gazdic et al. 2015). Our results show that FL-exo does not inhibit T cell proliferation,
whereas the parental cells do. These data suggest that the mechanism of
immunosuppression of FL-MSC derived exosomes partially recreates those of FL-
MSCs. Our results are in accordance with other studies reporting variable effects of
MSC-derived EVs on various immune effector cells in vitro. A quantitative
discrepancy may be due to the source of MSCs and different experimental protocols,
suggesting that the origin of the cells, the type of soluble particles produced, and the
isolation method could lead to varying effects on target cells (Del Fattore et al. 2015;
Blazquez et al. 2014). In our study, the analysis of the preparation of exosomes by
EM and immunoblot indicated that the exosomes were relatively pure with negligible

contamination by microvesicles.

NK cell function is controlled by various PHFKDQLVPV 7*) LV DQ LPSR
regulatory molecule that impairs NK cell expansion, cytotoxicity, and the expression
of activating receptors (Pierson et al. 1996; Yang, Pang, and Moses 2010). It is an
important secreted factor involved in MSC immunomodulation (Kyurkchiev et al.
2014) 7*) KDV EHHQ EURDGO\ UHSRUWHG LQ WXPRU LQYDVL
of their immunosuppressive effect (Padua and Massagué 2009). We showed that
inhibitory functions of FL-H[R RQ 1. FHOOV DUH DW OHDVW SDUWLDO
using an anti- 7*) E €kiRg antibody. In addition, inhibition of NK cells E\ 7%*)
occurs via the Smad-dependent pathway (Rouce et al. 2016). In our system,

exosome/NK-cell coculture showed activation of the Smad signaling pathway, which
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mimicked the results R1 7*) WUHD W P2stiiMatBd NK cells. Moreover, the
addition of anti-7*) U HV WhelHeGor functions of NK cells, as well as NKG2D
and NKp30 expression. These data suggest that FL-exo contain biologically active

PROHFXOHV QR W DraEMpaii7 NK-celactivation and function.

We observed the inhibitory functions of exosomes on NK cells despite extensive

washing of the membranes during exosome preparation, VXJIJHVWLQJ WKDW 77%*)
carried on the surface of exosomes. 7*) LV VHFUH W& cell typeD as an

inactive precursor, called O D W H Q Wvhith)can be activated by thrombospondin 1

(TSP1) through a proteolytic process (Murphy-Ullrich and Poczatek 2000).
Mokarizadeh et al. used flow cytometry to demonstrate that murine BM-MSC-derived
microvesicles carry membrane- ER X Q G 7 Mpkarizadeh et al. 2012). We show that

FL-exo carry TSP1, LAP, DQG 7*) tHei@Qsurface. Moreover LAP and TSP1 can

be coprecipitated, suggesting UHOHDVH RI WKH DFWLYH IRUP RI 7%)
demonstrated (Murphy-Ullrich and Poczatek 2000). Other molecules have also been
associated with the inhibitory function of MSC. MSC-secreted IDO, which exerts a

major inhibitory effect on T-cell and NK-cell proliferation, is strongly induced by
inflammatory cytokines, VX FK DV (L.ia)g et al. 2013). In our study, IDO was

entirely absent from exosomes isolated from the media of resting or primed MSCs

(data not show).

It has been proposed that the immunomodulatory activity of MSCs is mediated by the
synergism of several secreted factors or through contact-dependent mechanisms,
corresponding to membrane bound factors (Shi et al. 2012). We showed that the
exosomes in our system did not regulate T cell proliferation, whereas parental MSCs
did. This result suggests WKDW H[RVRPDO H[SUHVVLRQ RI 7*) LQ R

sufficient for T cell inhibition. The lack of an effect of FL-exo on T cells may be due to
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our exosome-production process, resulting in a low level of contamination which
maybe driving partners regulating T cells. It is also possible that the regulation of T

cell function by FL-MSC is dependent on cell surface-bound factors.

In conclusion, our studies provide evidence for an immunoregulatory function of FL-
exo. The control of the cytotoxic activity of NK cells may be explained by biologically
active tolerogenic factors carried by FL-MSC-derived exosomes. FL-exo shows great

potential to become a new immunosuppressive tool.
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EXPERIMENT PROCEDURES

Cell culture

Human Fetal livers (4-6 weeks of gestation) were obtained from women after
voluntary or therapeutic abortion. Written consent was obtained from the patients in
accordance with the Declaration of Helsinki. Tissue collection and use were
performed according to the guidelines and with the approval of the French
Biomedicine Agency. FL-MSCs were prepared as previously described (Gotherstrom
et al. 2003; Giuliani, Fleury, et al. 2011). Differentiation studies were carried out as
previously described (Vater, Kasten, and Stiehler 2011). All experiments were
performed between passages 5 and 20. Human PBMCs were isolated from the blood
of healthy volunteers by density Ficoll-Paque gradient centrifugation. NK cells were
isolated from PBMCs by negative selection using the NK Cell Isolation Kit
OLOWHQ\L%LRWHF DFFRUGLQJ WR WKH PDQXIDFWXUHU
CD56"CD3" NK cells of at least 95% cell purity, evaluated by flow cytometry using
monoclonal antibodies (mAb) anti-CD3-PEVIO770 and anti-CD56-APC, were
cultured in RMPI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated human AB
serum (Sigma), 2 mM L-glutamine, and 1% penicillin/streptomycin solution. Non-
purified T cells were cultured in RPMI 1640 complete medium with 10% fetal bovine
serum (FBS; Dominique DUTSHER, South America). The HLA class | K562 cell
line was used as a target for the analysis of NK-cell cytotoxicity and were cultured in

RPMI 1640 complete medium with 10% FBS.

Purification and characterization of FL  -exo

FL-MSCs, at 80% confluence, were washed twice with phosphate-buffered saline

(PBS) and then incubated with exosome-depleted FBS .-MEM complete medium.
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FL-exo was isolated from the supernatant of FL-MSC -cultures by differential
ultracentrifugation and characterized as previously described (Théry et al. 2001). FL-
exo was determined using the PLFUR %&$E 3URWHLQ $VVD\

Purified exosomes were analyzed by transmission electron microscopy (IGR) to
confirm particle form and size. FL-exo purity was confirmed by western blotting to
assess the presence of the membrane-marker tetraspanins (anti-CD9, anti-CD63,
and anti-CD81, kindly provided by Dr. Rubinstein (Ascites)) and TSG101 (R&D

Systems), as previously described (Théery et al. 2001)

Immunophenotyping

Flow-cytometry analyses of FL-MSC surface markers were performed as previously
described (Giuliani, Fleury, et al. 2011). The surface phenotype of FL-MSC was
assessed using specific FITC, PE, or APC-conjugated mAbs, including CD73, CD14,
CD45, HLA-ABC (BD Pharmigen), CD29, CD90, HLA-DR (ImMiexmunotools),
CD105, CD34, and CD31 (Miltenyi). For flow cytometry analysis of FL-exo, purified
exosomes were adsorbed to 4-um Aldehyde/Sulfate latex beads (Life Technology).
Briefly, 5 pg FL-exo were mixed with 10 pl latex beads for 15 min at room
temperature (RT). Then, 1 ml PBS was added to each sample and they were
incubated on a rotating wheel for 2 h. Then, 110 yl 1 M Glycine was added to the
samples and they were mixed at RT for 30 min. Bead-bound exosomes were
collected by centrifugation for 3 min at 5000xg. The beads were washed three times

with PBS/0.5% BSA and resuspended in 500 pl PBS/0.5% BSA. Finally, 10 ul of

LW

7K

bead-bound exosomes was stained with specific mAbs DIJDLQVW WHWUDVSDQLQ

TSP1 (R&D Systems), and other MSC markers.

95



Proliferation assays

To assess the immunomodulatory capabilities of FL-MSCs and FL-exo on various
lymphocyte populations, lymphocytes were activated and cultured for 4 to 7 days with
mitomycin- (Sigma-Aldrich) treated FL-MSCs (25 pg/ml, 37°C, 30 min) at IEC/MSC
ratios from 1:1 to 16:1 and their proliferation was analyzed by flow cytometry. Cells
were stained with 5,6 carboxyfluorecein diacetate succinimidyl ester (CFSE,

Molecular Probes, Eugene, OR) as previously described (Giuliani, Fleury, et al. 2011;

Giuliani, Oudrhiri, et al. 2011). NK cells at a concentration of 0.5 x 10° ml were
stimulated with 200 U/ml II-2 (R&D Systems) for 7 days. For T cell activation, PBMCs
at a concentration of 0.5 x 10%/ml were stimulated with 100 ng/ml anti-CD3 (OKT3)
and 100 ng/ml anti-CD28 (MiltenyiBiotec) for 4 days. Activated IECs were also
cultured with FL-exo (at various concentrations from 50ug/ml to 400 pg/ml). Activated
NK cells or PBMCs were used as controls. Surface markers and proliferation were
evaluated by flow cytometry. The following mAbs were used to evaluate IEC surface

markers: anti-CD3-PEVIO770, anti-CD16-PE, and anti-CD56-APC.
Cytotoxicity Assays of NK cells

Cytotoxicity assays were performed using a flow cytometry-based method (Park et al.
2013). IL-2 stimulated NK cells from different donors were cultured or with /without
FL-MSC/FL-exo, for 4 days in 96-well flat-bottom plates. The K562 cell line was used
as the target. Target cells were cultured in complete RPMI medium with human AB
serum and labeled with 1 uM VPD450 (BD Bioscience) for 10 min, at 37°C on day 4
to discriminate them from NK cells. NK cells were incubated with VPD450-labeled
K562 target cells at a ratio of 1:2 IEC/T in 96-well flat-bottom plates. K562 cells were

used alone as a negative control. After 4 h of coculture at 37°C in 5% CO,, the cell
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mixtures were washed and stained with 5 pl 7-AAD (BD Bioscience) for 15 min in the
dark before analysis; CD107a degranulation and various activation receptors were
also analyzed by flow cytometry using the following mAbs: anti-CD107a-FITC (BD
Bioscience), anti-NKG2D-PE, and anti-NKp30-PEVIO770, (Miltenyi). The
involvement of TGF in the immunomodulation of NK cells by FL-MSCs and FL-exo
was analyzed by culturing the cells with 50 pg/ml anti-TGF neutralizing antibody

(R&D Systems) under the same conditions.

Flow cytometry

Flow cytometric analysis of cell surface markers was performed as previously
described (Giuliani, Oudrhiri, et al. 2011; Giuliani, Fleury, et al. 2011).
Immunophenotyping was performedona %' $FFXULE & |0 BrZTHe\WRB HW
functional analysis of IEC was performed on an LSR Fortessa instrument using

FACSDiva software (BD Bioscience).

Quantitative real-time RT-PCR (qPCR) for NK activati ng receptor s

MRNA was extracted from NK cells after 2 days in culture, with or without FL-exo,
using the mRNA Catcher Plus Purification Kit (Thermo Fisher) and cDNA synthesis
was performed directly in the mRNA Catcher PLUS plate using the RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher), according to the
PDQXIDFWXUHUYTV LQVWU X RAah_SRoeel at 720%€ untill $sed BVPCR
analysis. Amplification of cDNA was monitored using a QuantiNova SYBR Green
PCR kit (Qiagen) on an Mx3005P gPCR System (Agilent Technologies). Pre-
designed sSHFLILF SULPHUV |IRUACQAGCA-AAG-AGG-ACC-AGG-ATT-

1T 59 6GGT-TGG-GTG-AGA-GAA-TGG-AG- {1 1.S ): -CAC-TTG-CTT-
CTT-CCC-GTT-TC- § 59 -GAT-GTT-CTT-TCT-CCA-CCA-CCA- 1 and GAPDH
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): SPATCCCATCACCATCTTCCA- 1 -TEGACTCCACGACGTACTCA- § ZHUH
used for mRNA quantification for each sample (Eurogentec). Reactions were
performed in a total volume of 20 pl, which included 5 pl cDNA sample, 2 pl primers
(10 pM), and 10 pl 2X SYBR Green PCR Master Mix. The PCR was performed as
follows: 2 min at 95°C and 45 cycles of 5 s at 95°C, 10 s at 60°C, and one final cycle
of 1 min at 95°C, and 30 s at 55°C. The amount of each receptor mRNA relative to

GAPDH mRNA was calculated using the comparative CT method.

Immunoprecipitation

FL-exo were lysed with 1X TNT buffer at pH7.4 containing 1 mM Orthovanadate,
0.01 mM NaPO4, 2 mM NAF, 0.03 mM NEM, 12.4 nM -glycerophosphate and 1X
protease inhibitor cocktail. After 30 min at 4°C, protein lysates were collected by
centrifugation at 2300xg for 30 s. The supernatant was incubated with beads (Protein
G sepharose fast flow, SIGMA; 20 ul beads/100 pl protein lysate) for 1 h at 4°C, on a
rotating wheel, to eliminate non-specific binding, followed by centrifugation for 5 min
at 2300xg. Supernatants were incubated with 3 pg anti-TSP1 or 2 pg anti-LAP
overnight at 4°C on a rotating wheel. Then, 20 pl of beads was added to the
supernatants and the mixture incubated for 2 h at 4°C. After centrifugation, immune-
complexed beads were collected and the supernatant used for output control. Beads
were washed three times with TNT buffer and resuspended in 20 pl Laemmli buffer,
with or without -mercaptoethanol, and boiled for 5 min. Supernatants containing the
precipitated proteins were subjected to gel electrophoresis and transferred onto PVC

membranes for western blot analyses. All Abs were obtained from R&D Systems.
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Intrace llular Phospho -Smad?2/3 Assay

Stimulated NK cells were treated with or without 400pug/ml FL-exo or 10 ng/ml human
TGF (Miltenyi) for 30 min in 96 well flat-bottom plates. Intracellular phosphoprotein
staining with anti-Phospho-Smad2/3 (BD Pharmigen) was performed as described
previously (Krutzik and Nolan 2003). The samples were then analyzed by flow
cytometry. Untreated samples were used as negative controls and samples treated

with TGF as positive controls.

Immunofluorescence

Stimulated NK cells were treated with or without 400ug/ml FL-exo or 10 ng/ml human
TGF for 30 min in 96 well flat-bottom plates. Cells were collected, washed with PBS,
and fixed with 4% PFA for 15 min at RT. Then, cells were washed and permeabilized
with 0.05% Triton X-100, and incubated 30 min at RT with 10% PBS/FBS/100 mM
NH4CL to block non-specific binding. Cells were stained with anti-Smad2/3 (Abcam)
for 1 h, followed by Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG for another hour, and
Hoechst for nuclear staining. Cells were then resuspended in 100 pl 10% PBS/FBS,
deposited on poly-L-lysine-coated slides (Sigma-Aldrich), and incubated for 20 min at
RT to attach the cells. Slides were mounted and analyzed using a Leica TCS SP5
AOBS Tandem Confocal Microscope with a Leica LAS-AF system. ImageJ software

was used for colocalization analysis.

Statistical analysis

GraphPad Prism software (Graph-Pad) was used for statistical analysis with the

Wilcoxon test to compare treated and untreated cells. Data are expressed as the
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mean £ SEM. All experiments were performed at least three times. Differences were

considered to be statistically significant for *P < 0.05; **P < 0.01; and ***P < 0.0001.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Characterization of FL -MSC and FL -exo.

A. FL-MSC were stained using various Abs against surface markers, or isotype
control antibodies, and analyzed by flow cytometry. Black lines represent specific

antibodies and dashed lines represent the corresponding isotype control.

B. FL-MSC were cultured with or without induction media for 2 or 3 weeks to
induce cell differentiation. Osteogenic differentiation was detected by ALP activity
assay (BCIP/NBT) and Alizarin red staining. Adipogenesis was detected by Oil red O

staining. Original magnification: x20

C. Electron microscopy analysis of exosomes isolated from FL-MSC culture
medium. Isolated EVs were round, with a diameter between 30 and approximately

120 nm, Scale bar: 200 nm.

D. Representative plots of immunophenotypic analyses of FL-exo showing the
expression profile of tetraspanin (CD9, CD63, and CD81) and mesenchymal stromal

cell markers.

E. Whole cell lysates of FL-MSC, or FL-exo were analyzed by western blot,
demonstrating expression of typical exosome markers, such as tetraspanins and
TSG101, and the lack of mitochondrial (cytochrome C), ER (calnexin), Golgi

(syntaxin 6), and lysosomal (lamp-2) expression markers.
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Figure 2. FL-exo have immunosuppressive effects on NK cells

A. Fresh, healthy-donor PBMCs (n=6) were cultured under basal conditions or
with activated (antiCD3/antiCD28) FL-MSCs at various FL-MSC:PBMC ratios or FL-
exo at various concentrations. Following 4 days of culture, cells were analyzed by
flow cytometry. T cells were identified using anti-CD3 and their proliferation was
evaluated using the CFSE dilution method. Error bars represent the mean +SEM of
six experiments, using FL-MSCs from four different donors and FL-exo from six

different preparations.

B. Sorted CD37/CD56" NK cells (n=4) were cultured under basal conditions or
with activated FL-MSCs at various FL-MSC:NK ratios or FL-exo at various
concentrations. At day 7, cell proliferation was evaluated using the CFSE dilution
method by flow cytometry. Graphs show the mean £+SEM. Error bars represent mean
+SEM of eight experiments using NK cells from four different donors, FL-MSCs from

four different donors, and MSC- exosomes from eight different preparations.

Data are represented as the mean + SEM, *P < 0.05. NS: non stimulate, S stimulate

Figure 3. FL-exo alter NK cells phenotype and cytotoxic function.

Freshly purified CD3/CD56" NK cells (5x10%well) cultured under basal conditions, or

stimulated with IL-2 (10ng/ml), incubated with FL-MSCs or FL-exo.

A. NK cells (n = 8) were cultured with FL-MSCs (NK: FL-MSC ratio 1:2) or FL-exo
(400 pg/ml) for 4 days. NK cells were collected and surface expression of the

activating receptors NKG2D and NKp30 were assessed by flow cytometry.
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B. gPCR was performed on mRNA isolated from stimulated NK cells (n=4)
incubated or not with FL-exo (400 pug/ml) for 48 h. Bar graphs indicate the expression
levels of the NKG2D and NKp30 transcripts. The endogenous control GAPDH was
used to internally standardize the levels of gene expression. Data are expressed as
the fold difference between stimulated NK cells (for which the levels of gene
expression have been set to 1) and stimulated NK cells treated with FL-exo. Results

were obtained with cells from four different NK cell donors.

C. The proportion of CD56-bright activated NK cells (n = 5) after culture with FL-
MSCs (at NK:FL-MSC ratio of 1:2) or FL-exo (400 pg/ml) for 4 days. NK cells were

collected and surface CD56 expression was assessed by flow cytometry.

D. Stimulated NK cells (n=10) cultured with FL-MSCs or FL-exo at various
concentration. K562 cells were included during the last 4 hours of culture on day 4.
NK cells were collected and staining with anti-CD56, antiCD107a. Fluorescence was

measured by flow cytometry.

E. VPD450-labeled K562 cells were incubated with NK cells (n=5) cultured for 4
day with FL-MSCs or FL-exo at various concentrations. After 4 hours, K562 cells

were stained with 7AAD. Fluorescence was measured by flow cytometry.

Data are represented as mean +SEM, *P<0.05; **P<0.01; **P<0.0001, NS: non

stimulate, S stimulate
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Figure 4 FL-exo associated TGF and TSP1 as molecular regulators

Surface expression of TGF 1 (A and B) and TSP1 (C and D) on FL-FL-exo. Results
were obtained with 4 different donors and productions of FL-exo, Data are
represented as mean £SEM, *P<0.05.

E. FL-exo were lysed and immunoprecipitated with anti-LAP

Figure 5 The TGF 1/Smad pathways suppress NK cell effectors functions.

Freshly purified CD3-/CD56+ NK cells (5x10* well, n=3) were stimulated with IL-2

(20ng/ml) and treated with FL-exo (400pug/ml) or TGF 1 (10ng/ml) for 30 min.
A. P-Smad2/3 expression in NK was evaluated by flow cytometry

B. Confocal microscopy of nuclear translocation of Smad in NK cells. NK cells
were immunolabeled with anti-Smad2/3 conjugated to AF488 (green). nuclei were

counterstained with Hoechst (blue)

NS: non stimulate, S stimulate

Figure 6 Down-regulation of NK activation is driven by FL  -exo associated

TGF 1.

Freshly purified CD3-/CD56+ NK cells (n=4) (5x10% well) were cultured under basal
condition or after stimulation with IL-2 (10ng/ml) and treated with FL-exo (400pg/ml)

or TGF 1, with or without anti-TGF 1 (50ug/ml) for 4 days.

A. Surface expression of NKG2D and NKp30 were analyzed by flow cytometry.
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B. Stimulated NK cells cultured with FL-exo, and incubated with VPD450-labeled
K562 cells for 4 hours on day 4. K562 cells were stained with 7AAD and NK cells

were stained with anti-CD107a. Fluorescence was measured by flow cytometry.

Data are represented as mean +SEM, *P<0.05; **P<0.01. , NS: non stimulate, S

stimulate

Suplemen tal information:

Mass Spectrometric Analysis and protein identification for FL -exo

Mass spectrometric (MS) experiments were performed using an Ultimate 3000 nano
LC system (Dionex, now Thermo Fisher Scientific) online connected to an Orbitrap
hybrid mass spectrometer (LTQ Orbitrap Velos, Thermo Fisher Scientific, Bremen,

Germany), equipped with a nanoelectrospray ion source (Thermo Fisher Scientific).

2uL of peptide mixtures were Injected in the system by using a pre-concentration

column (Acclaim PepMap C18, 100 m ID x 2 cm length, 5 m particle size and 100 A

porosity; Thermoscientific), then, the peptides were separated by reversed phase

FKURPDWRJUDSK\ XVLQJ D & FROXPQ $FFODLP 3HSODS QI
FP OHQJWK P SDUWLFOH Wérinescientific), 3n\RAUIREEIL4%/hin

LC gradient from 4% to 55% acetonitrile in 0.1% formic acid (v/v) at a flow rate of 250

nl/min and directly electrosprayed into the mass spectrometer. All solvents are HPLC

Grade from Fisher Scientific.
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The LTQ Orbitrap Velos was operated in the positive mode to simultaneously
measure full scan MS spectra (from m/z 380 £1700) in the Orbitrap analyzer at
resolution R= 30 000 following isolation and fragmentation of the five most intense
ions in the linear ion trap. The collision energy for the MS/MS scan events was preset
at a value of 35 %, the isolation window was set at 3 m/z, dynamic exclusion option
was enabled. The capillary voltage was set at 1.6 kV and the capillary temperature

was 275.

Raw MS file were processed with Proteome Discoverer (version 1.4). Peak list files
were searched using SEQUEST against the human SwissProt protein database
(released on Jun 2016). The search included variable modifications for oxidation of
methionine, peptide N-terminal acetylation and Carbamidomethylation of cysteine
was set as a fixed modification. Peptides were matched using trypsin as a digestion
enzyme and one miss cleavage site was allowed. The mass error for the precursor
ions (full MS) is less than 10 ppm (errorppm = (M/Zexperimental = M/Zexact) X 10% M/Zexac).
Mass error for ions from the MS/MS spectra is reported less than 0.6 Da. Peptides
mass is searched between 350 Da and 7000 Da with time retention from 10 min to 60
min. Peptide identifications were validated by determination of false positives by
Target decoy PSM validator. It is high if the false positive rate (FDR or false
Discovery rate) is less than 1%, low if the FDR is greater than 5% and average
(medium between 1 and 5 %). Peptide identification Xcorr were calculated by the
correlation of MS/MS experimental spectrum compared with the theoretical MS/MS

spectrum generated by the Proteome Discoverer 1.4 software.
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Figure 1 Characterization of FL-MSC and FL-exo
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Figure 2 FL-exo hare immunosuppressive effects on NK cells
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Figure 3 FL-exo alter NK cells phenotype and cytotoxic function.
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Figure 4 FL-exo associated7 *) and TSP1 as molecular regulators
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JLIXUH 7*) 60%$' SDWKZD\V Neff&cdifihotiond . FH
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Figure 6 Downregulation of NK activation is driven by FL-H[R DVVRFLDWHG 7*)
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DISCUSSION

In vitro, les propriétés immunomorégulatrices des CSM sont de courte durée. En effet, les
propriétés immunogulatrices des BMCSM se limitent & quelques jours en culture (inférieur

j SDVVDJHV &HOD VXJJgUH TXH OYDEVHQFH GTHIILFDFL\
OLpH j OHXU PRUW RX j XQH SHUWH GH OHXUo deRCGMWLRQV
capables de maintenir leurs propriétés immunorégulatrices est nécessaire. Plusieurs équipes,
dont la notre, se sont de ce faRULHQWpHY YHUV OYREWHQWLRQ GH &6
pancréas) ou dérivées a partir de cellules embryonnaires (E® W $QNHU HW DO
Barberi et al., 2005; Giuliani et al., 2011a; Goétherstrom et al., 2005; Olivier et al., 2006;

Trivedi and Hematti, 2008) 1 RWUH pWXGH SUpFpGHQWH FRPSS&3UDQW O
CSM adultes, a montrée que les CSM de foie foetal peuvent supporter une expansion rapide

in vitro a long terme et, en paralléle, maintenir leurs propriétés immunorégulagicesni

et al., 2011a) &HV FDUDFWpPULVWLTXHYV UHQGHQW OHV &60 [|°W
thérapeutiques, pour lesquels une expansion rapide, un grand nombre de cellules et des
propriétésimmunorégulatrices prolongées sont nécessaires. De méme, le maintient de leur
fonction in vitro peut faciliter la production d'exosomes a usage thérapeutique. Les CSM
XWLOLVpHVY SRXU OD SURGXFWLRQ GHV H[RVRPHVe VRQW G
'SCT (Dominici et al., D06)

Notre étude a consisté a caractériser les exosd@ed) LYpV GHV &60 GHe&®LH 1°WELC
Liver), et a comparer leurs effets immunomodulateunsles lymphoctes T et les cellules

NK. En effet, XQH OLPLWH j OfXWLOLVDWLRQ GHV &60 HVW OHXL
pulmonaire aprés une injection intraveineuse (filtration pulmonaire) du fait de leur taille ou de
SURSULpWpPV GYIDGKpVLR® aurSgs&ge lduTiehW desLsRds \WhErgp@tiques,

ceci nous aconduitsa l'utilisation d'exososmes dérivés des M&3hsi, dans un premier

temps, la qualité et la pureté des échantillons d'exosomes obtenus ont été vérifiees afin de
FRQILUPHU O TRPEMWHQIRSX®DWLRQ KRPRJgQH GYH[RVRPH
expérimentations. Ensuite, nous avons caractérisé les marqueurs membranaires et la
composition protéigue des exosomes sécrétés par HSK_ et avons comparé ces résultats

au contenu protéigue des cédlsl meres (productrices) RLSM. Enfin, une approche
fonctionnelle de ces exosomes nous a permis de déterminer leur potentiel immunomodulateur
invitro VXU OYDFWLYLWp O\PSKRF\WDLUH
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1. Isolement des exosomes sécrétés par les CSM

/ITLVROHPHQW G Hrétéd p& \leR BN a\pprtir des milieux conditionreesté
réaliséselon la méthode de centrifugations différentielles, la plus décrite dans la littérature
(Théry et al., 2006)

$SUqV OfLVROHPHQW LO D pWp QpFHVVDLU Hh quélitd/deDVV XU H

leur préparation.

Dans un premier temps, la taille et la forme des nanovésicules sécrétées par les CSM a été
FRQILUPpVY SDU PLFURVFRSLH pOHFWURQLTXH j WUDQVPLV\
gue ces nanovésicules ont une morphologgekspULTXH GH W\SH °XI VXU OH SC
une taille homogene comprise entre 60 & 100 nanometres. Cela correspond a la forme et la
taille des exosomes étudiés et décrits dans la littéréfureons and Raposo, 2009; Théry et

al., 2006) De plus, O TKR P R He @apdil&w ges nanovésicules a également été confirmée

parla techniqgue de Nanosight

3XLV OYXWLOLVDWLRQ GH :HVWHUQ %ORW QRXV D SHUPL\

protéiques caractéristiques des exosomes (CD9, CD63 et Tsgl01l) par rapponteauu

protéique cellulaire. De méme, nous avons pu confirmer la qualité des exosomeseatdraits

particulier leur origine par l'analyse des marqueurs caractéristigues du réticulum
HQGRSODVPLTXH FDOQHI[LQ GHV PLWRFKRIQGUIoOHN F\WR
6\QWDI[LQ TXL QTpWDLHQW SDV UHWURXYpV GDQV OHV
FRQILUPHU OYRULJLQH HQGRVRPDOH GHV YpVLFXOHV VpFUr

Enfin, la phénotypage des exosomes par cytométrie en flumordré que les exosomes

sécrétés par les CSM portent certaines caractéristiques membranaires spécifiques des CSMs,

WHOV TXH OfH[SUHVVLRQ SRVLWLYH GH-DR'et HIWA/BIGDEVHQW

Cette technique de cytométrie en flwonsistea fixer par liaison électrbydrophobique des

exosomes sur des microbilles. Cela permet une analyseypamétrie en flux de ces

microvésiculeshabituellement non détectable de par leurs taillesit comme en Western

Blot cette technique a montrée que lesicides isolées expriment les marqueurs protéiques

membranaires des exosomes tel que les tétraspanines (CD9, CD63, CD81).

Les sérums collectés possedent une grande quantité d'exosdfndsv W OH FDV GHV Vpl
YHDX[ I°WDX[ 69) 3RXU GURALARMRPOD GXBWHQBRXY DYRQV
HQ H[RVRPHV SDU K GITXOWUDFHQWULIXJDWLRQ | J

117



LQFRPSOgWH VHORQ OYDQDO\VH GH 1DQRVLJKW B8QH OLPI
HI[RVRPHV HVW OD SU p ViehQiesExGsHiied Hu BYRQdapRriRian Bots avons

SX YpULILHU TXH OHV HER¥YREME WnGith r©§ua@ddPDi YlDsLest, notre
V\VWgqPH GH SURGXFWLRQ GYH[RVRPHV QH SHUPHW SDV
GTHIRVRPHV | SNIBCWUnE&noGvdlle) méthode de production par ultrafiltration
WDQJHQWLHOOH HVW HQ FRXUV GH PLVH DX SRLQW HW S
LPSRUWDQWH GYH[RVRPHYV

Une autre limite de la méthode d'isolement par ultracentrifugation a haute vitesse est

laOWpUDWLRQ GH OD VWUXFWXUH GHV H[RVRPHV REWHQXV
GIDJUpJDWV GYH[RVRPHV /D SUpVHQFH G HI[RVRPHV GX 69
JUDQGH TXDQWLWp GYH[RVRPHV XWLOLVpH GB@WVesQRWUH
HIRVRPHY LVROpV SDU GYDXWUH PpWKRGH FRPPH OfXOWL
CelesFL SHUPHWWUDLHQW GH FRPSDUHU OfHIIHW LPPXQR

lymphocytes, par des tests fonctionnels, en fonction du degré de peseteasomes.

2.Les exosomes dérivésdes Fk 60 QfLQKLEHQW SDV OD SUROLIpUDWLR

Les CSM peuvent inhiber la prolifération des lymphocytes T. Cependant, des iétudes

ont montrédes effets variablesles vésicules extracellulaires s&ées par les CSM sur
OIDFWLYDWLRQ GHV O\PSKRF\WHV 7 3DU HESMS&H OHV
suppriment pas la prolifération des lymphocytes T induite par les anticorgSRdet anti

&' PrPH HQ XWLOLVDQW GHV GRDH VatWwrt gi\al. p2O by )pad V. G I HJF
FRQWUH OHV UpVXOWDWY GTXQH DXWUH pTXLSH RQW PRQ
de tissu adipeux ont un effet inhibiteur $&s lymphocytes T, ceuxi étant stimulés par des
anticorpsantiCD2/antiCD3/antiCD283lazquez et al., 2014les divergences de ces résultats
VRQW SUREDEOHPHQW GXHV DX[ VRXU Ridtkods expgricrehta& HYV GH

de production d'exosome utilisée.

Dans notre étude, les exosomes dérivéses60 QYLQKLEHQW SDV OD SUR
lymphocytes stimulés par arf@iD3/anti &' /[TXQ GHV IDFWHXUV VpFUpWpV
OfHIIHW VXSSUHVVHXU GHV &60 VXU O\PSKRF\WHV 7 HQ F
SURGXFWLRQ GT,'2 SDté parHeg cgtékined Milammaraires| tel que le ANF

(Gazdic et al., 2015) 1IRWUH DQDO\WH SURWpPRPLTXH GHV H[RVRPHYV
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GDQV OfH[RVRPHV-CSMEIOWWOWVEHEDYDO RX DSUgqV VWBDLBXODW
contre nous avons trouvé un eniggement de PID1 dans les exosomes comparé aux CSM,

ainsi, que la présence de Galectine 1 étl@ar et al., 2010b; Sioud et al., 20]@omues

pour réguler la suivie des lymphocytes T. Mdign que présentent dans les exosomes les

Galectine 1 et 3 ne sont pas enrichies par rapport aux CSM correspoiiBiuies16).

llaétte SURSRVp TX knnufidredlatide Wgs CSM soit médiée [@asynergie de

plusieurs facteurs sécrétéshi et al. 2012)Les présences des certains facteurs régulateurs de

CSM dans leur exosomes ne suffit pas a inhiber la prolifération des lymphocytes T, suggerent

gue les mécanismes impligteV GDQV OYLPPXQRPRGXODWLRQ GH OD SUI
T est différents entre les CSM et leur exosomes. De plus certaines auteurs suggelest g
exosomes dérivés de CSM{DIIHFWHQW SDV OD SUROLIpUDWLRQ GHV
modifie le raio Treg/Teff en polarisant des lymphocytes T CD4+ vers Treg Fattore et

al., 2015b; Kilpinen et al., 2013Cependant, les études plus® HV VXU OfHIIHW UpJX
HIRVRPHV VXU OHV 7UHJ VRQW QpFHVVDLUHV [/fHIIHW LPP

conséquence de facteurs sécrétés et de contdictaires.

Figure 16. Expression demolécules ayant une actionimmunomodulatrice dans les
exosomesPD-L1 (B7H1) est connu comme inhibiteur de la prolifération T, viaéleepteur

PD-1. Nous avons trouvé un enrichissement deLRRians les exosomes comparé aux CSM
correspondantes./D GLIIpUHQFH GH WDLOOH SRXifférédhtewWdeVIH[SO

glycosylation.
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Les Galectines 1 et 3, connues pour réguler la survie des cellules T sont présentes dans les
exosomes mais ne sont pas enrichies papport aux CSM correspondantes.y,'?2
(Indoleamine 2,3GLR[\JHQDVH PROpFXO Hdukt®p p& HesOCCRMVR Bt Q R P
HI[SULPp VRXV VWL P danda¥y CRMOM&Dedt abgentd dans les exosomes

3. Les exosomes dérivé des FI 60 H[HUFHQW XQH LPPXQRVXSSUHVVLR
des cellules NK

Les CSM sont capalded'inhiber la proliféerdon des cellules NK et leur cytotiwité par

inhibition de leur dgranulation(Giuliani et al., 2011c; Spaggiari et al., 2008)es études

récentes ont suggemgue les cellules NK pourraient famonner comme le lien entre le
systememmunitaire innée et agéatif, et jouer un réle important dans le rejet allogénique.
/ITLQILOWUDWLRQ GHY FHOOXOHV 1. GDQV OHV D@@RJIJUHIIH)
al., 2008; Obara et al.,, 2005)1RXV QRXV VRPPHV GRQF LQWpUHVVpV j
dérivés des CSMs sur les fonctions delfuges NK.

1RXV DYRQV GITYDERUG pWXGLp OD SUROLIpUDWLRQ GHV FH!
exosomes dérives de HLSM ont un effet inhibiteur similaire a celui de leurs cellules
GYRULJLQH GH IDoRQ GRVH GpSHQGUW@Mhe chezlig\d sévirGiH X [L gl
FHW HIIHW LQKLELWHXU DWWHLQW DXVVL OfYDFWLYDWLRQ
expérimentaln vitro XWLOLVHAR®PMH DFWLYDWHXU GHVY FHOOXOHYV 1.
cellules NK par I'll-2, on obserg une augmentation de la sqa@pulation des cellules NK

&' EULJKW GH OfH[SUHVVLRQ GHV UpFHSWHXUV DFWLYDW
F\WRWR[LTXH /JLQFXEDWLRQ GHV FHOOXOHV 1CSMQ SUpVH
montrent que lesH[RVRPHY SHXYHQW LQKLEHU OYDFWLYDWLRQ
cytotoxicité comme le montre l'inhtibbn de la dégranulation et de leur capacité de lyse des

cellules cibles.

Pour comprendre le mécanisme d'action des exosomes sur les celluleublikgussommes

concentrg8 surle récepteur activateur NKG2D, gaiue un réle majeudans la cytotoxicité

médiée par les celluleSlK. 5pFHPPHQW OfYLPSRUWDQFH GX 1.*" D p
WUDQVSODQWDWLRQ GTRUJDQH DOORJpGILFKH] GDI&R FEAHY  PL
présence de NKG2D et de ses ligands au sein des allogreffes, est associé au rejet de greffe

allogénique(Ascon efal., 2006; lto et al., 2008; Ogasawara et al., 2006& déplétion des
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FHOOXOHV 1. RX OH EORFDJH GH OfTH[SUHMOdrper @H 1.* '
développement daouvelles thérapies de prévention du rejet de greffe. Nos résultats ont
démontrésque les exosomes dérssédes FECSM sont capables de significativement
GLPLQXHU OfYH[SUHVVLRQ PHPEUDQDLUH GH 1.*' SDU
transcriptomique. Le méme effet est observé pour les récepteurs NEB30 et NKp44,
VXJIpUDQW O KW UWHW HQFBD GUINDPHY G LQKLELWLRQ GH OYDFW
exosomes dérivés de KLSM. En effet, le7 *) n'est pas la seule molécule exprimée par les

MSC capable d'inhiber I'expression des NCR. Nous avons observé également que cette
diminution ce NKG2D et de NKp30 s'accomripJQHQW GIXQH G LgPabh@aXoh etRQ G H (
la lyse de cellules cibles. Ces résultats nous conduisent & penser que les exosomes dérivés de
FL-CSM sont des immunmbhibiteurs, plutét que des activateurs.

/TLQKLELW LézsonGlel NRGEL 84U un mécanisme important par lequel les exosomes
GpULYpV GH WXPHXUV SHXYHQW VXSSULPHU OYDFWLYDW!
OTpFKDSSHPHQW GHV WXPHXU®ayjiod & al, S QMhdR BIXQLWDLL
2014; MinchevalNilsson and Baranov, 2014Nous suggérons que les exosomes dérivés de
FL-CSM exercent probablement des fonctions similaires a ceux dérivés de turruisvis

OD FHOOXOH 1. 'fDSUqV OD OLWWpUDWXUH OfLGUWLELWLRC
mécanismespar la sécrétion des ligands de NKG2D solubles (NKG2DHW SDU OfH[SUHYV
du facteur régulateu7 *) (MinchevaNilsson and Baranov, 2014; Yang et al., 201@s

tests fonctionnels avec des anticorps bloquants@n& QYRQW HX DXFXQ HIIHW V)
des cellules\K traitées par des exosomes dérivés de&60 VXJJIJpUDQW TXH OfLQK
OYDFWLYDWLRQ GHV FHOOHV 1. QH VH IDLW SDV YLD GHYV
OTLQFXEDWLRQ GHV H[RVRPHV DYHF) GHiwW U Q WU H RETSM SUHHY/
NKG2D et NKp30 a la surfacdes cellules NK. De plus lastauration de I'expression de ces
récepteurs estorréléej OTDXJPHQWDWLRQ GH OD VRXV SRSXODWLRQ
GH FHOOXOHV 1. &HV UpVXOWDWYV woxolidgitelesQr@uldsXMK O L QK
induite par les exosomes est dégmmte durGF

Le 7*) est un facteur régulateur crucial qui peut altérer la prolifération, la cytotoxicité et
OYH[SUHVVLRQ GH UpFHSWHXUV DFWLYDWHXUWie @HV FHO:(
signalisation de TGF 6 P D@:tte molécule est impliguée dans la progression tumorale et
OTLPPXQ&ieMRE@NKE par les CSMbotiropoulou et al., 2006; Sun et al., 2012; Yang

et al., 2010)Le 7*) est synthétisé et sécrété par IXBDUW GHV FHOOXOHV VRX

précurseur inactif, appel& *) latent. Le complexe latemtst formé par un homodimeére de
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7*) mature relié par un pont disulfure et un homodimére de [(lafency associated
peptide)(Figure 17). La Thrompospondind (TSPJ) est connu pour étre un facteur capable
GIDFWE¥)HU OMLD O fLQWHRLEBEWIE& Rahplexd? *) latent (Murphy

Ullrich and Poczatek, 2000)Récemment, il a été suggere qUSP1L est un important
UpJXODWHXU GH OfMDFWL)Y (B & H.V2@& 6)D¥ plus, Mkatizddehet

ses collegues ont montré, par cytométrie en flux, que les exosomes dérivés des CSM portent

le 7*) membranaire.

Notre analyse de spectrométrie de masse a montré la présem&Ptlsur les exosomes

dérivé de FECSMs. Par cytomée en flux, nous avons retrouwde expression d& *) et

TSP1sur la membrane desxosomes. Et par le émmunopre€ipitation nous avons montré

une coprécipitation de LAPet duTGF mais aussi en association avE8P1 De plus le

traitement des cellules NK par des exosomes induit une activation de la voie de signalisation
6PDG GDQV OHV FHOOXOHV 1. HW Q@ldel® iHduil § DG D K W LSYFOWAL MR

adu7*) seul.

Figure 17. Modele de la structure du c&® SOH[H 7*) QéMwdtde \&ssocié a la

latence (LAP) esschématisé&n jaune et le domaine mature représenté en blanc. Les sites de
glycosylation par le mannos@&-phosphate sont indiqués en rouge. La liaison disulfure
impliquée dans la formationuddimeére est indiquée, de méme que le groupe thieiridinal

qui se liej OD SURWpPLQH GH OLDLVRQ 7*) ODWHQWBEite QRQ UF
SXWDWLI GDQV OH GRPDLQH PDMMpROYWMIrignxabd Wetz@dkH2MM 7*) 5,
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/ 1 He&pnYgle de nos résultats sugggre le potentiel immunorégulateur des exosomes dérives

de FL-CSM provient de leur transport de facteurs tolérogdmelogiques actifs, et en
particulierle TGF  1RWUH pWXGH VX k3tgudeimadlectle @ridrée sous sa forme
inactivée a la membrarges exosonge Son activation vidSP1libérait la forme activéest
SRXUUDLW rWUH OLpH j FHUW%‘RwpowastunkdvierBRBEP\OURIXS G 1D X W
micro-ARN. Des analysesomplémentaires sont nécessaires pour précisanéeanismg et

les facteurs impliqués.
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PERSPECTIVE

/ID SHUVSHFWLYH G XQH LPPXQRWKpUDSLH j EDVH GYH[RVRI
j OYLPPXQRWKpUDSLH FHO Od¢Oppodutsi celdlbinds HJrRWaBIesHMcelaR Q W
présente de nhombreux avantages.immunothérapie cellulaire, la nécessité de préserver la
viabilité cellulaire augmente la complexité deproduction du stockagedu transport et de

I'injection. En revanchdges exosomesont des produits biologiquegli peuvent maintenir

leur fonction aprés une conservation28°C ce qui rend leur stockage aisé. Comme je l'ai

décrit dans les chapitres précédents, la sécrétion d'exosomes par des CSM varie selon le
microenvirmnementLa production des exosomas vitro, en conditiors contrélées permet

de maitriser les pouvoirs immunomodulateuitérieur deces vésicules. Il est donc nésaire

d'initier un processus de fabrication strictement réglementé et surveillé. Céladsea
essentiellement par des produits sur le marché plus qualifiés et plus sOrs qui pourraient étre
livrés aux patients en temps opportun. L'administration d'EV au lieu de cellules permettrait
également d'atténuer de nombreux risques associés acuapi¢hcellulaire WHO TXH OYHIIH
OYDFFXPERXOMRRDLUH ORUV GCHrar@QdHFWIORQT G e&®8.02U09)

et les risques de tumoraggse(Kansy et al 2014; Karnoub et al., 2007; Kucerova et al.,

2010; Prantl et al., 2010)

Cependant, notre protocole expérimental de production d'exosomes n'est pas optimisé. Il nous
faut appliquer d'autres méthodes telles que la filtnatiangentielle pour produirdes
exosomes en grande quantité. Bien que llgpgrt des études ont confirmés effets
bénéfiques des exosome/microvésicules dérivés des CSM, in vivo et in vitro comme je l'ai
expliqué Chapitre lll, il est difficile de comper I'ensemble dees études ¢s différences
méthodologiqus, d'analyses fonctionnelles, d'origine des cellules parentales et des doses
administrées ne permettent pas de conclure quant aux béradidénjection d'exosomes
issusde CSM. La standardisation des protocoles de productiodes tests immunologiques
seront nécessaires pour I'évaluation des effets des exosomes dérivés des CSM en

immunothérapies.
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Annexe

Characterization of effector component from the humoral and cellular immune response

stimulated by melanoma cdlexhibiting modified IGF -1 expression
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Title: 5pJXODWLRQ GH OYDFWLYLWp GH O\PSKRF\WHV SDU O
exosomes

Mots clés: Cellules souches mésenchymateuse, exosomes, immunomodulation, cellule NK

Résumé Les cellules souche mésenchymateuse (O8¥Hentent unpuissarg activité
immunomodulaice sur les lymphocyteE etles NaturalKiller (NK), impliquées dans legactions
allogéniquesLespropriétés immunomodulatricees CSMdépendent de contacts cellulaires et des
facteurs secrétéainsi les exosomes produits par ces cellules pourraient constituer des nouveay
produits thérapeutiquesS REM HE&WLU BGHD L O  HivWroGH H WIXIBWHBIH[RVRP
CSMsurles lymphocyted etlesNK.

Les CSMs utiliséssont LVVXHV GH |RLHV UeSWidsodask et®isd@y a partir du miliel
de culturedes CSMgar une sérieG X O W U D F HhQ 00Q0 6. ICodttaine mEnQau SMsqui
inhibentla prdifération des lymphocytes [Eursexosomes'ont pas d'effet sueur prolifération
Cependant ilinhibentla prolifération, O § D F Wt % DywitoxRi® (expresion CD107des NK Nous
avons mit en évidence, par FACS, lagendce dGGF a la surface des exosomes. De (dus
IRQFWLRQ LQKLELWULFH HVW DEURJparttQGK | Redpiaguehie@ T X C
OTH[SRVLWLRQ G HGFHianb«I®dytatokicitg &[4 prolifération de cellul&nfin, en
présence d'exososmes nous avons montré, par IF, une translocation de Smad 2/3 (messager ¢
TGF ) dans les noyaux des cellules NK, inhibé par I'ajout d'anticorpd Gifti.

Conclusion:Ces résultats suggere des propriétés immunomodulatricde GMs sur NK pourraient
dépende de TGF présenté ou assoGIXexosomes.

Regulation of lymphocytesactivity by Mesenchymal Stem Celland their Exosomes
Keywords : Mesenchymal stem cell, exosomes , immunomodulation, cellules NK

Abstract: Mesnchymal stem cells (MS@repowerful immunomodulataregulaing the function
of T lymphocytesard natural killerscells (NK) involved in allogenie reactiors. Their
immunomodulatory mperties depend on cell contactdsecretiorfactorsproducedoy MSC Thus
exosomes produced by these cells could provide new therapmalicThe objective of this work ig
to study the effect dMSC derived exosomeig vitro on T lymphocytesand NKcells.MSCs used
for this studyare isolated fronmumanfetal liver. Exosomes were isolated from MSC culture
medium by aseriesof ultracentrifugatiorat 100000g

MSCs inhibit the proliferation of Tymphocytes. Unlike MSCs, their exosomes doalmbgatehe
proliferation of Tcells. Howeverthey inhibit the proliferation, activation and cytotoxicity (CD107
expressiondf NK cells By FACSandysisweshowed aV X UIDFH H[S U H Ywexésamés
Inhibition of NK cells activationby exosomess altered bya neutralizingant 7 *) antibody.
ContrarywhenNK cellsarecultured Z L W K Thesame effects exosomess demonstratedy

IF, we founda nuclear translocatioof Smad 2/3TGF signal transduceih NK cellscultured

with exosoms, which is inhibited byhe alditionofant-t 7*) DQW.LER G\

ConclusioniThese results suggest that the immunomodulatory properties of MSCs on NK col
depend orexosomepresentation or association with*)
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