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TRAI TEMENT DE LA REPONSE | NFLAMVATO RE ET DYSI MVUNI TAI RE

Domai ne techni que

La présente invention concerne un médicanent et plus
particul i erenent un médi canent pour inhiber ou dimnuer Ila
réponse imunitaire et inflammatoire. La présente invention
concerne égal enent un nedi cament pour le traitenent des
mal adi es pour | esquel | es I a r éponse immunitaire ou
inflanmatoire est délétere pour le patient come |a naladie
du greffon contre |'hote, les maladies auto-immunes et les

mal adi es aut o-i nfl ammat oi res.

Techni que antérieure

La régul ation du syst eme imunitaire et de
["inflammation est un des buts thérapeutiques a atteindre
pour éviter la nmaladie du greffon contre |'hdéte (G/HD) et
traiter les naladies auto-immnes et auto-inflanmmtoires.
La GvHD est une conplication de la greffe provoquée par Ila
transplantation de cellules hénmatopoiétiques al | ogéni ques
Act uel | enent, la stratégie principale pour lutter contre
| "apparition de la G/HD ou pour traiter les naladies auto-
i Mmunes et auto-inflanmatoires consiste a utiliser des
i MMuUNOSuUppr esseurs (corticoides, chi m ot hér api e) pour
induire une inmmMunosuppression générale chez 1le patient.
Tout ef 0i s, ces traitenents inmunosuppresseurs exposent le
patient a de possibles infections et a des rechutes de son
hénopat hi e. De nouvelles stratégies sont actuellenent a
| étude, notanment ["utilisation de cellules suppressives
conme les |ynphocytes T régulateurs (Treg) mmis a ce jour
|"efficacité de cette thérapie n'a pas été dénontrée dans
des essais cliniqgues de phase /0. Un autre type
cellulaire connu sous | ' acronyne VDSC (pour "nyel oi d

derived suppressor cells") intervient aussi  pour réguler
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négat i venment l e syst ene i muni taire. Ce sous-type
cellulaire est rare ou absent chez les individus en bonne

santé et retrouvé en cas de pathologie et notamment en cas

de cancer. L'injection de <ces <cellules a perms chez
[ " ani mal de pronouvoir la tolérance des greffes apres
transpl antati on mis la rareté de ces cellules rend
difficile | eur utilisation en clinique. La présente
i nvention, propose |'utilisation d un nouveau sous-type

cellulaire de cellules nyéloides suppressives générées a
partir des cellules circulantes isolées du sang des
patients et utilisables pour traiter Iles naladies auto-
i Mmunes et auto-inflammtoires et la maladie du greffon
contre |'hbte. La présente invention propose égalenment un
procédé de préparation, ex vivo, de cette population de

cel lul es i nmunosuppressives

Résunmé de |'invention

Ainsi la présente invention, concerne notament une
cellule exprimant le CD33, le CDIb, |le CD14, le CD163, Ile
CD206, |'HLA-DR, le CD44, I|le CD31, le CD105 et le CCR5.

Les déposants ont pu générer, ex vivo ces cellules,
les caractériser par |'étude de |'expression des nolécul es
citées ci-dessus. Les déposants ont pu égalenent nontrer
["utilité de ces cellules dans le cadre du traitenent de
certaines pathologies dont Ia neutralisation du systéene
imunitaire du patient a traiter est indiquée.

Dans |e cadre de la présente invention, le terne

«cellule» fait référence a une cellule eucaryote naturelle

ou reconbinante. Préférentiellenment , ladite cellule est une
cellule humaine et encore plus préférentiellenent ladite
cellule dérive d une cellule souche hénmatopoiétique . Le

terme «dérive» entend signifier que ladite cellule est

i ssue, directenent ou indirectenent, de la division d'une
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3
cellule souche hénmatopoiétique . Les différents marqueurs
cités dans 1le cadre de I|la présente invention sont bien
connus de |'homme du nétier. De maniere preéférée, lesdits
mar queurs désignent |'un quelconque des isoformes hunmains
desdits marqueurs. La nonencl ature CD (pour cluster of
differentiation) , notamrent wutilisée dans |le cadre de cette

demande, a été proposée et établie par I|e 1ler groupe de

travail et conférence internationale sur les antigénes des
| eucocyt es humai ns, en réunion a Paris en 1982. La
nomencl at ure en question est nmamintenue par le HCDM et
not anment consul tabl e sur Il e site de | ' associ ati on

(www . hcdm org) .

Dans le cadre de la présente invention, le terne
« exprime » ent end i ndi quer que I a cellule sel on
['invention produi t | es pr ot éi nes citées. Pl us
particuliérenent, | or sque | esdites pr ot éi nes sont des
protéines nenbranaires , le terme « exprine » signifie que

ladite protéine est exprimée a la nmenbrane cellulaire de
ladite <cellule. Lorsque ladite protéine est une protéine
soluble, Ile ternme « exprime » entend signifier que ladite

protéine est exprimée vers le domaine extracellulaire.

Selon un node de réalisation tout a fait préféré, Ila
cellule selon |'invention exprine le CD33, Ile CDIb, e
CD14, le CD163, 1le CD206, |'HLA-DR Ile CD44, |le CD31, CD105
et le CCR5. Selon un node de reéalisation préféré, I a
cellule selon |'invention n' exprinme pas les nol écul es

suivantes le CDla, |e CD80, le CD86, le CD16, |le CD56, Ile
CD3, |le CD19, le CDo6b, le CCR7et |le PDL1.

Selon un node de réalisation préféré, la cellule
selon I'invention exprine le CCL2, et |'IL-6. Selon un node
de réalisation préféré, la cellule selon [|'invention ne

n"exprine pas les suivantes |'IL-4, |"IL-5  [|"IL-12p70, e
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TNF- o, |'"IL-1B, le CCL20, I'IFNy, 1le granzyne B, le FasL
soluble, le TG B.

La présente invention concerne égalenent wune cellule
sel on [ "invention pour utilisation comme medi canment .
L'utilisation possible comre médicanent de la cellule selon
["invention a eté notanment dénontrée dans un nodele
expérinental de la maladie du greffon contre |'hbéte et peut

étre étendue a toutes les pathologies ou une neutralisation

temporaire du systéme imunitaire peut étre souhaitée.
Ai nsi , I a présente i nvention concer ne egal enent
["utilisation de la cellule selon [I'invention pour l e
traitenent de la maladie du greffon <contre |'h6te, des
mal adi es aut o-i nfl ammat oi r es conmme ["artérite gi gant o-
cellulaire (Maladie de Horton) , la polyarthrite rhumatoide,
les maladies aut o- i nmunes et le rejet de greffe. La
présent e i nvention concer ne égal erment une conposition
conprenant une cellule selon |[|'invention et wun véhicule
phar maceut i quenent accept abl e. Par m | es vecteurs
phar maceut i quenent accept abl es on peut citer le sérum

physi ol ogique, 1le PBS, |le glUCOSG 5% |le RPM.

La présente invention concerne égalenment une cellule
sel on ["invention pour i nduire " augnment ati on des
| ynphocytes T CD8 régul ateurs.

Dans le cadre de la présente invention, le terne
« augnentation » fait référence a une augnentation de la
prolifération.

La présente invention concerne égalenment une cellule
selon |'invention pour induire une inhibition de la

prolifération des |ynphocytes T effecteurs.

La conposition selon |'invention peut conprendre en
outre t out es dr ogues nécessaires dans le cadre du
traitement envisagé. Préférentiellenent , ladite conposition

conprend entre 1 X 107 et 1 X 108 cellules par injection et
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un nonbre d'injections de 1 a 20 injections en fonction de
la tol érance et de |a réponse.

Les cellules selon [|'invention peuvent é&tre injectées
chez le patient par toutes les voies connues de |'honme du
netier. Par m cell es-ci, la voie i ntravei neuse est
pr éf ér ée .

La présente invention concerne égalenent un procédé
de préparation d'une cellule selon ['invention conprenant
les étapes consistant a

- (i) cultiver des nobnocytes en présence d'IL-6 et de
GVt CSF.

- (ii) isoler dans les cellules obtenues a |'issue de

| " étape précédente, les cellules exprimant |e CD33.

Sel on un node de réalisation alternatif de Ila

présente invention, |'étape (ii) peut étre om se.
Selon un node de réalisation préféré de |'invention,
' ét ape (i) est realisé en |'absence de tout autre

chenoki nes, cytokines et facteurs de croissance hunain.
Selon un node de réalisation préféré de |'invention
| es nonocytes sont cultivés a |'étape (i) en |'absence diIL-4.
Selon un autre node de réalisation plus préféré de
|"invention Ies nonocytes sont cultivées a |'étape (i) en
1' absence dIL-l, dl-3, de TNF, de SCF, d'EPO et d'l FN-g.

Selon un autre node de réalisation plus préféré de

|"invention Iles nonocytes sont cultivées a |'étape (i) en
| "absence d'IFNy, d'IL-2 et dune chenokine ou d' une
conbi nai son de chenokines choisies parm |e CCL2, |e CCL3,

le CCL4, le CCL8 et |le CXCL1O.
Selon un node de réalisation préféré de |'invention,
le procédé selon |'invention ne conprend pas d'étapes

suppl énment ai res
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Les nonocytes proviennent préf érentiellenment du sang
péri phéri que du patient a traiter, ou du sang de
vol ontaires sains allogéniques .

Les nonocytes peuvent étre obtenus préf érentiell enent
en utilisant 2 techniques, soit aprés isolation nmagnétique
des cellules exprimant I|e CD14, soit a partir des cellules
CD34* isol ées du sang périphérique par tri nagnétique puis
mul tipliées lors d'une culture en présence de « CD34
expansion nmédium » puis différentiées en nonocytes lors

d' une culture en présence de M CSF.

- (ii) aprés 7 jours de culture, isoler par tri
magnétique a partir des cellules obtenues a |'issue de
| ' étape précédente, les cellules exprimant |e CD33.

L' honme du nmétier connait bi en | es t echni ques
per nett ant d'isoler les cellules en fonction de leurs
phénot ypes. Lesdites techniques utilisent habi t uel | ement

des anticorps, éventuell enent nmarqués, spécifiques desdits
phénotypes puis une technique pernettant de séparer les

cellules ayant fixé lesdits anticorps des autres cellules.

Selon un node de réalisation préféré de |'invention,
le procédé de préparation selon I'invention est remarquable
en ce que |'étape (ii) consistant a isoler les cellules

exprimant |e CD33 est réalisée via un trieur de cellules.

Selon un node de réalisation préféré de |'invention,
l e procédé de préparation selon |'invention est remarquable
en ce que |'étape (ii) consistant a isoler les cellules

exprimant |e CD33 est réalisé via des billes magnétiques.

L' étape (i) consistant a cultiver des nobnocytes en
présence d'IL-6 et de GWCSF peut étre mse en aavre dans
les conditions de culture habituellenment utilisées pour ce
type de cellules. Préf érentiellenent , les cellules sont
mai ntenues a 37°C et 5% de CO, dans un mlieu de culture

adéquat. Préférentiellement ledit mlieu de culture est du
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7
RPM 1640. Sel on un  node de réalisation préf éré de
| "invention, le procédé de préparation selon |'invention
est remarquable en ce que |'IL-6 présent dans le mlieu de

culture a |'étape (i) est conpris entre 5 et 15ng/m et
tout a fait préf érentiellement entre 8 et 12ng/m . Selon un
node de reéalisation préféré de |'invention, |e procédé de
préparation selon |'invention est remarquable en ce que le
GW CSF présent dans le mlieu de culture a |'étape (i) est
conpris entre 5 et 15ng/ m et t out a fait
préf érentiellement entre 8 et 12ng/m. La concentration de
GWCSF et d IL-6 indiquée est Ila concentration initiale
dans le mlieu de culture au nonent de sa mise en contact
avec les cellules. Avantageusenent, ledit mlieu de culture
est renouvel é régulierenent tous les 2 ou 3 jours. Selon un
node de reéalisation préféré de |'invention, |e procédé de
préparation selon |'invention est remarquable en ce que
|"étape (i) est effectuée pendant une période conprise
entre 4 et 10 jours et tout a fait préf érentiellenent de 7
jours. Selon un node de réalisation préféeré de |'invention,

|l e procédé de préparation selon |'invention est remarquable

en ce que |'étape (i) est effectuée a 37°C

Description des nodes de reéalisation

Mat éri el et nethodes

- Préparation des cellules selon |'invention

Les cellules nononucl éaires du sang périphérigue ont
été isolées chez des donneurs sains ou chez les patients a
traiter en wutilisant 2 techniques. La premere technique
consiste a reéaliser une centrifugation du sang périphérique
sur gradient de Ficoll, récupérer les PBMC (pour cellules
nononucl éées du sang périphérique) , pui s i sol er | es

nonocytes par tri nagnétique en utilisant |"anticorps anti-
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CD14 couplé a une bille magnétique. La seconde consiste a
isoler du sang périphérique les cellules exprimant |e CD34
par tri magnéti que, puis a cultiver ces cellules en
présence de mlieu favorisant leur multiplication (CD34
expansion nediun) , puis a les différencier en les cultivant
en présence de M CSF.

Les nonocytes ont été ensuite cultivés a une
concentration de 5.106 cellules/ni dans du RPM 1640,
suppl énentés par 10% de Sérum de veau fatal, 10ng/m de G
CSF et 10ng/m d'IL-6 pendant 7 jours, le mlieu étant
renouvel € tous les 3 jours. Les cellules selon ['invention
ont été ensuite purifiées, apres narquage avec un marqueur

spécifique du CD33, via un trieur de cellule.

- Test de prolifération «cellulaire

Des |ynmphocytes T, des |ynphocytes T CD4+CD25- et des
| ynphocytes T CD4+CD25+ ont été marquées par le kit "Cell
trace Violet cell prolifération kit" (Cell Trace, Carlsbad,

CA) . Les cellules marquées sont cultivées en présence de

billes recouvertes d'anti CD3/ ant i CD28 (Dynabeads,
I nvi trogen, Cergy Pontoi se, France) avec ou sans les
cellules sel on | "invention. La prolifération des

| ynphocytes T a été détectée par cytonétrie en flux.

- Anal yse norphol ogi que
L' anal yse nor phol ogi que des cellules sel on

["invention a été effectuée aprés un nmarquage Wight /G ensa .

- Dosage des Cytokines
La concentration en IFNy, TNF-o, IL-10, IL-6 et TG--
B a été détermnée dans |e surnageant de culture des

cellules cultivées par la technique ELISA
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- Mdéle aninal de la maladie du greffon contre
1' héte

Des souris NOYSCDIL 2RYC/- (Jackson Laboratory) ,
agées de 8 a 12 semmines, ont recu en intraveineux des
cel lul es nononucl éées du sang périphérique (20. 108 cellules
par souris) avec ou sans cellules selon I|'invention (5.106
cellules par souris) . Le nelange des cellules est fait
juste avant |'injection. La détection des signes de nuladie
du greffon contre |'hbGte a été reéalisée tous les 3 jours en

aveugl e.

- Analyse histologique des Iésions de la naladie du
greffon contre |'héte

Les organes prélevés sur les souris traitées ont éte
fixés dans du fornmal déhyde et inclus dans de |a paraffine.
Des coupes de 5um sont réalisées et colorées a |'éosine et

a 1'hémat oxyline

Résul tats
Les cellules ainsi obtenues appelées HUMOSC ont les
caract éristiques physiques, phénotypiques et fonctionnelles

comme décrit ci-dessous.

- Caractere physique des cellules selon |'invention

Aprés coloration par le colorant Wight /Gensa, |es
HuMbSC  appar ai ssent conmre une popul ation honogéne de
cellules nononucl éées de grande taille a cytoplasne
basophil e .

- Phénotype des cellules selon |'"invention

Les cellules selon |'"invention ont un phénotype

CD33+CDl | b *CD14 *CD163 *CD206 * HLA- DR*CD4 4*CD3 1*CD1 05* CCR5*, et

exprinment faiblement |e CCR6.
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10
Les cellules selon |'invention n'exprinent pas le CDla, le
Cb80, le CD86, I|le CD16, 1le CD56, I|le CD3, le CD19 et le
CCRY .
-  Effet des cellules selon |'invention sur I a

prolifération des |ynphocytes T

Des |ynphocytes T autologues stinmulés ont été co-
cultivés avec les cellules selon |'invention avec un ratio
de 2 |ynphocytes T/cellules selon |[|'invention. I a été
constaté que les |lynphocytes T, stimulés co-cultivés avec
les cellules selon |'invention, ©proliferent nmoins que |les
| ymnphocytes T cultivés seuls. Une analyse séparée des
| ynphocytes T a nontré que la prolifération des |ynphocytes
T CD4+ et des Ilynphocytes T CD8+ était égal enent inhibée
par les cellules selon |'invention. Par ailleurs, |'effet
antiprolif ératif des cel lules sel on ["invention est
égal ement observé sur les Lynphocytes T autologues et sur
les |lynmphocytes T allogéniques . Les I|ynphocytes T co-
cultivées avec les cellules selon |[|'invention n'exprinent
pas |e marqueur CD25+ contrairenent aux | ynphocytes T
cultivés seuls. L'analyse des surnageants de culture des

différents échantillons a perms de nettre en évidence que

les cellules selon |'invention bloquent |a production de
cyt oki ne pro-inf | amratoire (INF-y et TNF- o)  par | es
| ynphocytes T. Ainsi les cellules selon |'invention sont
remar quabl es en ce sens qu'elles bloguent | "activation

cellulaire et la prolifération <cellulaire des |ynphocytes T
CD4+ et CDB+, autologues et allogéniques et leur sécrétion

de cytoki nes.

- L' effet suppressif des cellules selon |'invention

dépend de STAT3
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L'effet suppressif des cellules selon |'invention ne

dépend pas de contacts directs de cellules a cellules mais

d'un ou plusieurs facteurs solubles. Le prétraitenent des
cellules selon I|'invention par wun inhibiteur de la forne
phosphoryl ée de STAT3 entraine la perte de |'"effet
suppressif, la dimnution de la sécrétion de CCL2 et d'IL-6
sans interférer avec la viabilité des «cellules selon

1'invention.

- Les cel lul es selon [|'invention pr ot égent de
| "apparition de la maladie du greffon contre |'hoéte

Les souris ayant recu des cel lul es du sang
périphérique humain dével oppent les signes cliniques de la
mal adie du greffon contre |'hbéte entre 20 et 30 jours apres
| "injection et nmeur ent avant l e 50éne j our apres
["injection. Au contraire, les souris ayant recu une co-
injection de cellules du sang périphérique humain avec |les
cellules selon |'invention ne présentent que de faibles
signes de la nmaladie du greffon contre |'hbGte et survivent
a cette injection. En particulier les |ésions histol ogiques
de GVHD au niveau hépatique sont nettenment dimnuées dans

le groupe qui a recu les cellules selon |'invention.

- Effet des cel lul es sel on ["invention sur l es
| ynphocytes T reégul ateurs.
Les | ynphocyt es T-régul ateurs repr ésent ent une
popul ati on de cellules suppr essi ves capabl es de
promouvoir la tol érance spécifique d'allo-antigénes .
Les souris ayant recus les cellules selon |'invention
pr ésent ent une guantité pl us i mportantes de
| ynphocyt es T CD8+ exprimant FoxP3 conparativenent

aux souris controles.
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Les nénes résultats ont été observés in vitro apres
co-culture d une population totale de |ynphocyte T

avec les cellules selon |'invention.
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REVENDI CATI ONS

1 - Cellule caractérisée en ce qu'elle exprime le
CD33, I|e CDIb, le CD14, I|le CD163, |le CD206, |'HLA-DR, e
CD44, 1le CD31, CD105, et le CCR5.

2 - Cel lule sel on la revendication pr écédent e
caractérisée en ce qu'elle n'exprine pas une ou plusieurs
nol écules choisies dans |e groupe conprenant |le CDa, Ile
CD80, le CD86, I|le CDl16, |le CD56, 1le CD3, le CD19, Ile CCR7
et le PDLL.

3 - Cel lul e sel on | ' une des revendi cati ons

pr écédent es caractérisée en ce qu'elle exprine une ou

plusieurs nolécules choisies dans |le groupe conprenant le
CCL2 et |'IL-6.
4 - Cel lul e sel on " une des revendi cati ons

précédentes pour wutilisation conme nedi canment.

5 - Cel lul e sel on | ' une des revendi cati ons

précédentes pour le traitement de la naladie du greffon

contre ' hét e, des mal adi es aut o-i nfl ammat oi r es, de
|"artérite giganto-cellulaire (Mal adie de Horton) , de la
pol yarthrite rhumatoi de, des nmml adies auto-inmunes et du

rejet de greffe.

6 - Cel lule sel on " une des revendi cati ons
précédentes pour induire |'augnentation des |ynmphocytes T

CD8 reégul at eurs.
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7 - Cellule sel on | ' une des revendi cati ons
précédentes pour induire une inhibition de la prolifération

des |ymphocytes T effecteurs.

8 - Conmposition conprenant une cellule selon |'une
des revendications 1 & 7 et un véhicule pharnmaceutiquenment

acceptabl e .

9 - Procédé de préparation d'une cellule selon |'une
des revendications 1 a 7 conprenant 1|' étape consistant a
- (i) cultiver des nobnocytes en présence d'IL-6 et de

GW CSF.

10 - Procédé de préparation d'une cellule selon la
revendi cation 9 conprenant |es étapes consistant a

- (i) cultiver des nobnocytes en présence d'IL-6 et de

Gvt CSF.

- (ii) isoler dans les cellules obtenues a |'issue de
| ' ét ape précédente, les cellules exprimnt CD33.

11 - Procédé de préparation sel on ["une des

revendications 9 a 10 caractérisé en ce que les cellules
dérivant d'au moins wune cellule hématopoiétique sont des

PBMC

12 - Procédé de préparation sel on ["une des
revendi cati ons 10 a 11 caractérisé en ce que |'étape
consistant a isoler dans les cellules exprimnt CD33 est

un trieur de cellul es.

13 - Procédé de préparation sel on ["une des

Y

revendi cati ons 10 a 11 caractérisé en ce que |'étape
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Y

consistant a isoler dans les cellules exprimant |e CD33 est

réalisé via des billes magnétiques.

14 - Procédé de pr éparation sel on " une des
revendications 9 a 13 caractérisé en ce que |'IL-6 présent
dans le mlieu de culture a |'étape (i) est conpris entre 5
et 15 ng/m

15 - Procédé de préparation sel on ["une des

revendications 9 a 14 caractérisé en ce que |le GWCSF
présent dans le mlieu de culture a |'étape (i) est conpris

entre 5 et 15 ng/nm.

16 - Procédé de préparation sel on ["une des
revendi cations 9 a 15 caractérisé en ce que |'étape (i) est

ef fectuée pendant wune période conprise entre 4 et 10 jours.

17 - Procédé de préparation sel on ["une des
revendications 9 a 16 caractérisé en ce que |'étape (i) est

effectuée a 37°C.
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