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CO-CULTURE DE CELLULES MONONUCLEEES ET DE CELLULES MESENCHYMATEUSES POUR
LCOBTENTION DE CELLULES PRODUCTRICES D’IL-17.

La présente invention concerne I'obtention de cellules
productrices d’IL-17 & partir de cellules mononucléées acti-
vées en présence de cellules mésenchymateuses. Elle a
également pour objet les cellules productrices d’IL-17 obte-
nues par l'utilisation de cellules mononucléées activées en
présence de cellules mésenchymateuses, ainsi que leur uti-
lisation en tant que médicament, et en particulier comme
vaccin cellulaire, vecteur pour transfert de génes, outil de
diagnostic, de screening, ou d'immunosurveillance.
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La présente invention concerne le domaine général de la biologie
cellulaire, et en particulier la préparation de cellules par culture /n vitro.

Plus précisément, la présente invention concerne l'obtention de cellules
productrices dIL-17 & partir de cellules mononucléées activées en présence de
cellules mésenchymateuses. Les défenses immunitaires de l'organisme contre des
agents pathogénes, utilisent deux types de réponses :

-la réponse innée, qui permet de signaler le danger, et qui utilise des
mécanismes de reconnaissance non spécifique, et

- la réponse adaptative, dont le but est de solliciter des cellules aptes
3 reconnaitre de fagon spécifique |'agent pathogéne et a activer les reéponses
cytokiniques, cytotoxiques, et phagocytaires. Parmi les différents effecteurs de cette
réponse adaptative, les lymphocytes T jouent un rGle prépondérant. Ainsi, aprés
reconnaissance d’un agent pathogéne, les cellules présentatrices d'antigéne, et
notamment les cellules dendritiques migrent vers les ganglions périphériques dans
lesquels les lymphocytes T naifs circulent. Parmi ceux-ci, certains vont reconnaitre
I'antigéne étranger et débutent alors pour eux une différenciation vers différentes
sous-populations : essentiellement de type TH1, TH2.

Les lymphocytes TH1 ont pour fonction de répondre & |'agression par des
mécanismes cellulaires, faisant intervenir d'autres types cellulaires cytotoxiques,
phagocytaires etc. Iis sont activés essentiellement & la suite d’une infection par des
bactéries intracellulaires, des virus, des protozoaires, ou un greffon allogénique
(provenant d’'une autre personne).

Les lymphocytes TH2 sont impliqués dans la réponse de type « humorale »,
qui a pour but essentiel dinduire une réponse anticorps par des lymphocytes B,
eux-mémes induits & se différencier en cellules sécrétrices d'anticorps : les
plasmocytes. Cette réponse intervient dans les défenses contre les bactéries
(opsonisation, neutralisation) et les parasites de type nématode par exemple, mais
est également responsable des réactions allergiques.

Depuis peu, une autre sous-population lymphocytaire a été identifiée comme
étant un effecteur important de la réponse immunitaire via l‘activation ou
I'amplification de la réponse inflammatoire. Ce sont les lymphocytes TH17 qui sont
définis par leur capacité & produire de I'TL-17, Ces cellules derivent également des
lymphocytes T naifs, et ont pour rdle dattirer les polynucléaires neutrophiles sur le
site du danger, afin de lutter contre les bactéries extracellulaires et les
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champignons. Du fait de la propagation de linflammation (par sécrétion de
cytokines, de chimiokines, de protéases...), dautres cellules sont également
appelées & migrer sur ce méme site (pour revue : P. Miossec et al, N. £ngl.J. Med.
361: 888-98: 2009). Cependant, les lymphocytes TH17 ont également &té
impliqués dans certaines maladies auto-immunes, telles que la polyarthrite
rhumatoide, le psoriasis, la sclérose en plaques, etc. Mais leur réle en tant
qu'initiateur, ou propagateur de la maladie n'est pas encore clairement établi.

Trés récemment, différentes études, chez I'animal et 'homme ont montré
que les TH17 pouvaient jouer un réle important dans les défenses anti-tumorales,
en promouvant les réponses cytotoxiques spécifiques d'antigénes tumoraux (N.
Martin-Orozco et al, Immunity, 2009, 31 : 787-98). Ainsi, il a été montré dans un
modéle de souris déficientes en IL-17, que l'injection de cellules tumorales malignes
d'origine pulmonaire, cutanée, ou mésenchymateuse, augmentait en fréquence et
en taille les foyers tumoraux, en comparaison a ce qui se passait dans des souris
sauvages. A linverse, la vaccination préalable de souris sauvages par des
lymphocytes TH17 générés ex-vivo, a permis de réduire dans cette méme étude, le
nombre et la taille des foyers tumoraux. Cette injection de TH17 a en effet entraine
une infiltration de cellules dendritiques et de lymphocytes T au sein des tissus
tumoraux, ce qui a engendré une meilleure présentation des antigénes tumoraux
aux lymphocytes T cytotoxiques, et de ce fait une amplification de la réponse
cytotoxique. Par ailleurs, les TH17 ont également induit la migration de
polynucléaires neutrophiles et I'amplification de la réponse inflammatoire locale.
Enfin, dans un autre modéle de tumeur pré-établie, linjection ultérieure de
lymphocytes TH17 a permis de montrer leur efficacité thérapeutique dans Iinduction
d’une immunité anti-tumorale, puisquils ont été capables de réduire de 75 % le
nombre de foyers tumoraux, alors que linjection de TH1 na induit qu'une
diminution de 40 % des foyers tumoraux.

Chez 'hemme, nombre de cancers sont infiltrés par des TH17, conférant une
protection anti-tumorale (prostate, ovaire, poumon, mélanome) (pour revue : W.
Zou et N. Restigo, Nat. Rev. Immunol., 2010, 10 : 248-256).

Compte tenu du rdle des TH17 en situation inflammatoire, cancéreuse,
infectieuse et auto-immune, il serait souhaitable de pouvoir disposer d’'un apport
dIL-17. Si Fadministration directe d’IL-17 n'est gére envisageable /in vivo, compte
tenu de la trop courte durée de vie et des effets secondaires connus des cytokines,
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il apparait cependant envisageable d'administrer des cellules capables de produire
cette cytokine, telles que les TH17. ,

Clest ainsi quiil apparait utile de pouvoir obtenir des cellules productrices
d'IL-17 in vitro ou ex-vivo, afin de les injecter au patient pour l'aider & amplifier ses
réponses immunitaires.

A I'meure actuelle, la production de cellules humaines productrices d'IL-17 est
encore difficile tant au plan quantitatif que qualitatif,

La production de TH17 chez 'homme a partir de cellules T naives est assez
mal établie et peu reproductible, en comparaison aux travaux chez la souris. Le
principe général consiste & purifier les lymphocytes T naifs, gréce & leur phénotype :
CD4+,CD45RA+, CCR7+ et ce, & 'aide d'anticorps fixés & des billes magnétiques,
ou d'un tri cellulaire & l'aide d'un cytométre de flux, puis & ajouter des cytokines
pour les différencier en TH17, telles que : IL-6, IL-23, TGFj et des anticorps dirigés
contre les cytokines essentielles des TH1 et TH2 : anti-IFNy, anti-IL4, et/ou anti-IL-
10. Par contre, il semble plus facile de les obtenir & partir du pool de cellules T
mémoires. Certains tentent donc de purifier directement les TH17 (& confirmer)
selon certaines de leurs caractéristiques phénotypiques (CD4+ CD45RO+CCR7-
CCR6+) et ce, & I'aide de billes magnétiques, puis de les amplifier a l'aide de
cytokines telles que ITL-1, ITL-23 et I'IL-6, d'autres rajoutent en plus de la PGE2. Le
rdle du TGF3 est trés controversé chez I'homme contrairement a la souris, puisque
pour certains, il est indispensable & lactivation du facteur de transcription des
TH17 : RORC, alors que pour d'autres, il serait plutdt inhibiteur. Il semble
néanmoins que la présence dTL-1, IL-21 ou IL-23 léverait l'action inhibitrice du
TGFp (pour revue : E. de Jong et a/, Clin Exp Immunol, 2009, 159 : 148-158).

Par conséquent, la production de TH17 requiert la mise en ceuvre de
procédés assez complexes, avec plusieurs étapes :

1- les lymphocytes T (naifs, mémoires ou TH17) doivent étre au
préalable purifiés; et

2- ces cellules doivent ensuite étre cultivées en présence de plusieurs
cytokines impliquées dans la différenciation et/ou l'expansion des TH17, avec ou
sans anticorps monoclonaux dirigés contre d'autres cytokines pouvant interférer,
telles que celles secrétées par les lymphocytes de type TH1 et TH2.

La reproductibilité de ces différents procédés semble étre par ailleurs assez
peu fiable, puisqu'elle dépend notamment du milieu utilisé, de lorigine des

cytokines, et du degré de pureté des cellules.
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Ainsi, la préparation de cellules productrices dIL-17, et en particulier de
lymphocytes TH17, est encore trés difficile, du fait du besoin de purifier au préalable
les cellules dont dérivent ces cellules productrices & savoir les lymphocytes T naifs,
ou bien les TH17 eux-mémes, et de les cultiver dans des milieux nécessitant
l'adjonction de nombreuses cytokines et/ou d'anticorps dirigés contre des cytokines
ayant des effets opposés. Ces procédés couteux et dont la mise en ceuvre est
laborieuse compliquent considérablement les possibilités d'utilisation thérapeutique
de ces cellules.

Dans ce contexte, la présente invention se propose de fournir un moyen
simple, efficace, rapide et reproductible pour obtenir des cellules productrices dTL-
17, sans nécessité l'adjonction de cytokines et/ou d‘anticorps.

Tl a en effet &té découvert, et ceci constitue le fondement de la présente
invention, que la co-culture de cellules mononucléées avec des cellules
mésenchymateuses permet d’induire et damplifier la différenciation des
lymphocytes T en cellules productrices d'IL-17.

Jusqu'a présent les cellules mésenchymateuses étaient connues pour inhiber
les réponses lymphocytaires TH1, et aucune étude ne permettait de suggérer que
les cellules mésenchymateuses pouvaient également induire I'effet opposé, c'est-a-
dire permettre aux lymphocytes T soit de se différencier, soit d'amplifier leur
différenciation vers des cellules productrices d'IL-17.

La présente invention a donc pour objet [l'utilisation de cellules
mononucléées activées en présence de cellules mésenchymateuses pour I'obtention
de cellules productrices d'IL-17.

La présente invention consiste ainsi & activer les lymphocytes T présents au
sein de la population de cellules mononucléées issues d'un échantillon biologique en
présence de cellules mésenchymateuses, et a éventuellement expandre et purifier
les populations cellulaires obtenues qui correspondent aux cellules productrices d'TL-
17. Contrairement & ce qui est pratiqué dans I'art antérieur, la mise en ceuvre de la
présente invention ne nécessite pas obligatoirement de purifier spécifiquement les
lymphocytes T pour pouvoir obtenir des cellules productrices dIL-17, bien que cette
possibilité ne soit pas exclue de la portée de la présente invention.

La présente invention repose sur la mise en ceuvre d’'un systéme de co-
culture de cellules mononucléées en présence de cellules mésenchymateuses qui
permet d'obtenir des cellules productrices d'IL-17 de maniére simple, rapide, et a
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moindre coilts, puisquil ne nécessite pas I'adjonction de différentes cytokines et/ou
anticorps.

Elle ne nécessite pas non plus de culture au long cours, puisque les cellules
productrices qui sont obtenues dans le cadre de la présente invention produisent de
I'TL-17 dans les 24 premiéres heures.

La seule étape de purification ou séparation qui soit nécessaire pour la mise
en aeuvre de linvention représente I'obtention des cellules mononucléées a partir
d‘un échantillon biologique, et ce afin de se débarrasser des globules rouges et des
polynucléaires.

Cette étape consiste de préférence a recueillir la population totale de cellules
mononucléées présentes dans I'échantillon biologique choisi, sans obligation de
purifier les lymphocytes T, ce qui présente l'avantage d'éviter de multiples
manipulations et qui rend la préparation des cellules productrices selon linvention
simple et rapide. De préférence, les cellules mononucléées qui sont activées sont la
population totale de cellules mononucléées présente dans un échantillon biologique,
et en particulier dans I'échantillon biologique choisi. La population totale de cellules
mononucléées contient essentiellement les lymphocytes T et B, les cellules tueuses
ou natural killer (NK) et les monocytes.

1l est néanmoins possible d’utiliser ou de recueillir directement des parties ou
fractions de la population totale de cellules mononucléées. Ainsi, les cellules
mononucléées qui sont activées dans le cadre de I'nvention sont de préférence des
fractions de la population totale de cellules mononucléées présente dans un
échantillon biologique. Ces fractions peuvent &tre obtenues par séparation de la
population totale qui aura été recueillie au préalable a partir de I'échantilion
biologique, mais elles peuvent également étre directement recueillies a partir de
I'échantillon biologique. Les fractions de la population totale de cellules
mononucléées sont notamment choisies parmi les cellules mononucléées
dépourvues de lymphocytes B, les cellules mononucléées dépourvues de monocytes,
les lymphocytes T purifiés, notamment naifs, mémoires (C'est-a-dire ayant déja
rencontré |'antigéne), effecteurs, et en particulier les lymphocytes TH17. En d’autres
termes, les cellules mononucléées qui sont activées et utilisées selon l'invention sont
constituées soit de lensemble des cellules mononucléées présentes dans
I'échantillon biologique choisi, soit du mélange de certains types seulement de
cellules mononucléées (lymphocytes T, lymphocytes B, cellules NK, monocytes) du

moment que ce mélange contient au moins des lymphocytes T.
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Par conséquent, dans le cadre de la présente invention, I'expression
« cellules mononucléées » qui est utilisée sans référence a une population totale ou
3 des fractions de celle-ci, doit se comprendre comme pouvant couvrir & la fois la
population totale des cellules mononucléées mais également toute fraction de cette
population totale contenant des lymphocytes T, ou consistant en des lymphocytes T
purifiés.

L'utilisation selon Iinvention s’entend &tre une utilisation /n vitro ou ex-vivo.

Les cellules mononucléées qui sont utilisées selon Iinvention peuvent étre
obtenues par toute technique classique dans le domaine, et en particulier par
séparation en gradient de densité, notamment de type Ficoll, du moment que cette
technique permet d'obtenir au moins les lymphocytes T dans la population ou la
fraction qui est utilisée pour étre activées.

Les cellules mononcléées utilisées dans le cadre de Iinvention peuvent étre
obtenues & partir de tout échantillon biclogique les contenants. Elles peuvent étre
obtenues a partir de la moelle osseuse ou a partir du sang, par exemple du sang
périphérique, du sang de cordon ombilical, du sang périphérique mabilisé a partir de
la moelle osseuse par le G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) ou par tout
autre facteur chimiotactique. De préférence, les cellules mononcléées utilisées sont
obtenues 3 partir du sang, et en particulier du sang périphérique.

L'échantillon biologique & partir duquel les celllles mononucléées sont
recueillies peut &tre issu d'un sujet sain ou bien d'une personne atteinte d'un trouble
ou d’une maladie qui pourrait étre traité, ou au moins atténué, par I'administration
de cellules productrices dIL-17. En effet, un des applications des cellules
productrices d'IL-17 qui sont obtenues selon linvention consiste a les obtenir a
partir des propres cellules mononucléées issues du patient atteint du trouble ou de
la maladie telle que définis ci-dessus pour ensuite lui ré-injecter les cellules
productrices dIL-17 obtenues selon {'invention.

Les lymphocytes T qui sont présents parmi les cellules mononucléées
obtenues & partir de I'échantillon biologique ou bien qui ont été purifiés a partir de
celui-ci, sont ensuite activés ou stimulés. L'activation est réalisée par tout moyen
bien connu par !'homme du métier qui permette dinduire une réponse
lymphocytaire telle qu'une production de cytokine, une réponse proliférative ou
cytotoxigue.

Cette activation peut &tre réalisée & l'aide d'un antigéne, d’un agent
mitogéne tel que la phytohémagglutinine A (PHA), la concanavaline, des esters de
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phorbols et/ou des ionophores calciques, d’un anticorps activant le récepteur T ou le
complexe CD3 ou dune combinaison d'anticorps de type anti-CD3+CD28, de
composés activateurs tels que ceux activant des molécules extérieures au complexe
TCR/CD3, comme par exemple CD2, ou ICOS (Inducible COStimulatory molecule),
ou de tout autre mode d‘activation/stimulation des tymphocytes T aux normes GMP
(Good Manufacturing Procedures, ou Régles de Bonne Pratiques)).

De préférence, cette activation est réalisée a l'aide d’un agent mitogéne tel
que la phytohémagglutinine (PHA) ou d’une combinaison d'anticorps de type anti-
CD3+CD28.

Les cellules mononucléées utilisées selon linvention sont activées en
présence de cellules mésenchymateuses, afin d'augmenter le rendement d‘obtention
de cellules productrices d'IL-17. L'utilisation de ces cellules selon Vinvention permet
en effet d’augmenter la production dIL-17 d'un facteur 10 environ, voire méme de
provoquer |'apparition dIL-17, qui n'était pas produite en I'absence de cellules
souches mésenchymateuses.

Les cellules mésenchymateuses utilisées dans le cadre de la présente
invention sont de préférence des cellules souches mésenchymateuses, quelle que
soit leur origine. Elles peuvent par exemple &tre issues de la moelle osseuse ou de
tout autre tissu comme les tissus graisseux, osseux, ou musculaire. Ces cellules
mésenchymateuses peuvent également étre des celiules plus matures, C'est-a-dire
plus différenciées, d'origine mésenchymateuse, comme par exemple des
fibroblastes, des synoviocytes, voire méme des ostéoblastes, ostéocytes,
chondroblastes, chondrocytes, ténoblastes, ténocytes, adipoblastes, adipocytes, et
myoblastes, myocytes.

Selon un mode de réalisation particulier, il est préférable de ne pas utiliser
de PBMC issus de patients atteints d’arthrite rhumatoide activés a l'aide du
collagéne II ou de la phytohémagglutinine lorsque les cellules mésenchymateuses
utilisées sont des cellules souches mésenchymateuses issues de tissu adipeux.

Par ailleurs, les cellules mésenchymateuses utilisées peuvent étre bloquées
dans leur cycle cellulaire. Tout procédé physique ou chimique bien connu de
'homme du métier peut étre utilisé pour induire de biocage du cycle cellulaire des
cellules mésenchymateuses. Parmi ceux-ci, on peut notamment citer I'irradiation, en
particulier par rayons X, gamma ou beta, le traitement chimique, par exemple a la
mitomycine. Ces procédés de blocage du cycle cellulaire permettent notamment de
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ne pas laisser proliférer les cellules mésenchymateuses aux dépens des lymphocytes
T.

Cependant, il n'est pas nécessaire que les cellules mésenchymateuses soient
bloquées dans leur cycle cellulaire pour la mise en ceuvre de linvention. Ainsi, les
celiules mésenchymateuses seront de préférence non bloquées dans leur cycle
cellulaire afin de ne pas rajouter d'étape de complexité pour obtenir les cellules
productrices dIL-17.

De préférence, les cellules mésenchymateuses sont utilisées selon un ratio
cellule mésenchymateuse:cellule mononucléée qui appartient a la gamme allant de
1:1 & 1:100. Dans cette gamme, les ratios 1:10, et en particulier 1:5, représentent
des ratios particuliérement préférés pour la réalisation de la co-culture dans le cadre
de linvention.

La co-culture des cellules mononucléées et des cellules mésenchymateuses
peut étre réalisée dans un milieu de culture classique, pour autant quil soit
compatible avec la culture des lymphocytes T. Le milieu utilisé peut étre
supplémenté en sérum mais cela n'est pas obligatoire. Si le milieu contient du
sérum, on pourra notamment utiliser du sérum bovin tel que le sérum de veau feetal
ou du sérum humain. De méme que sa présence, le pourcentage de sérum présent
dans le milieu de culture nest pas critique. On pourra notamment utiliser un milieu
supplémenté avec 10 % de sérum. On peut également utiliser un milieu de culture
enrichi, c'est-a-dire un milieu sans sérum, mais riche en protéines sériques telle que
Ialbumine sérique bovine (BSA) par exemple.

Parmi les exemples classiques de milieux de culture qui peuvent étre utilisés
dans le cadre de la présente invention, on peut par exemple citer le milieu RPMI,
éventuellement supplémenté avec du sérum, et en particulier avec du sérum de
veau feetal, ou un milieu enrichi tel que le X-vivo20. De maniére générale, le milieu
de culture utilisé peut également contenir des antibiotiques etfou de la glutamine,
ce qui est classique dans le domaine de la culture cellulaire et bien connu de
I'homme du métier.

Les cellules mononucléées sont activées en présence des cellules
mésenchymateuses pendant au moins 24 heures, mais cette activation peut se
poursuivre sans aucune modification du milieu de culture jusqu‘a 72 heures.

Dés le lendemain, c'est-a-dire 24 heures aprés |'activation des lymphocytes T
co-cultivés en présence des cellules mésenchymateuses, il est possible de recueillir
des cellules productrices dIL-17. Leur capacité de production peut éventuellement
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étre vérifiée par mesure de ITL-17, par exemple par RT-PCT quantitative, par un
test de type ELISA ou ELISPOT, par immunofluorescence (aprés permeéabilisation
des cellules), etc ou par tout autre moyen de mesure permettant de conclure ala
présence de cette interleukine dans le surnageant de culture.

Le nombre de cellules productrices dIL-17 obtenues selon |invention peut
éventuellement é&tre amplifié lors d’'une étape d'expansion. Cette étape d’expansion
ou d’amplification peut &tre initiée dés le lendemain, ou bien quelques jours aprés
I'activation des lymphocytes T, par exemple de 48 a 72 heures apres activation,

Lorsque cette étape d’amplification {ou d'expansion) du nombre des cellules
productrices d'IL-17 est effectuée, celle-ci est de préférence réalisée en présence
dIL-2, qui est classiquement utilisée & des concentrations de 5 a 1000 Ul/ml, méme
si des concentrations supérieures peuvent également étre utilisées. De préférence,
le nombre de cellules productrices dIL-17 obtenues selon linvention sera amplifié
par une étape d'expansion réalisée en présence dIL-2. Dans ce cas, on préférera
utiliser une concentration d’environ 20 Ul/ml d’IL-2. LIL-23 est également une
cytokine qui est connue et qui peut dtre utilisée pour expandre les cellules
productrices dIL-17. Dans cette application, son utilisation est classiquement de
I'ordre de 10 a 100 ng/ml.

Cette expansion de cellules peut se poursuivre plus ou moins longtemps en
renouvelant la moitié du milieu tous les 2-3 jours, et en rajoutant de ITL-2.
Classiquement une culture de 10 a 14 jours semble adequate.

Suite & Iactivation des lymphocytes T co-cultivés en présence des cellules
mésenchymateuses, en l'absence ou en présence d'une étape d'expansion, les
cellules productrices d'IL-17 qui sont obtenues selon linvention peuvent en outre
&tre purifiées. Par conséquent, s'agissant des applications des cellules productrices
d’IL-17 qui sont obtenues selon l'invention, il est possible de les utiliser directement
ou bien de les purifier préalablement & leur utilisation. Parmi les méthodes de
purification, on peut par exemple mentionner l'utilisation de billes magnétiques
ciblant les cellules secrétant de I'IL-17, ou l'utilisation de techniques comme celles
qui ont été mentionnées ci-dessus.

Il est & noter que lutilisation selon linvention conduit & I'obtention de
différentes populations cellulaires parmi lesquelles figurent les cellules productrices
d’IL-17. Par conséquent, I'IL-17 n’est pas la seule cytokine qui sera présente dans le
surnageant suite a la réalisation de cette co-culture. Le nombre et la nature des

différentes populations cellulaires obtenues seront fonction de la mixité des cellules
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mononucléées utilisées au départ (population totale ou fractions telles que définies
ci-dessus) suite & leur activation non-spécifique. Plus la population de cellules
mononucléées utilisée au départ est mixte, c'est-a-dire contient différentes types de
cellules mononuclées (lymphocytes T, lymphocytes B, cellules NK, mononcytes),
plus I'étape de purification finale pourra s'avérer nécessaire afin de pouvoir purifier
la population cellulaire d'intérét.

Sans vouloir &tre limité, les inventeurs pensent que les cellules productrices
d’IL-17 qui sant obtenues selon l'invention sont des lymphocytes de type TH17 dans
la mesure oll I'IL-17 n'est pas synthétisée par d’autres cellules que les TH17. Ainsi,
I'utilisation décrite ci-dessus selon l'invention concerne en particulier I'utilisation de
cellules mononucléées activées en présence de cellules mésenchymateuses pour
I'obtention de lymphocytes TH17.

Selon un deuxieme aspect, la présente invention a pour objet des cellules
productrices dIL-17 caractérisées en ce qu'elles sont susceptibles d’étre obtenues
par lutilisation de cellules mononucléées activées en présence de cellules
mésenchymateuses.

Linvention a également pour objet les cellules productrices obtenues selon
linvention pour leur utilisation en tant que médicament.

Selon un autre aspect, linvention a pour objet l'utilisation des cellules
productrices d'IL-17 obtenues selon linvention, en tant que vaccin cellulaire, vecteur
pour transfert de génes, outil de diagnostic, de screening, ou d’immunosurveillance.

Ainsi, dans un but thérapeutique, ces cellules peuvent étre utilisées comme
vaccin cellulaire, dans le but de renforcer les réponses immunes, et notamment via
une induction de la réponse inflammatoire, chez des patients atteints d’une
infection, de cancer ou immuno-déficients (pour revue, W. Zou et N. Restigo, Nat,
Rev. Immunol,, 2010, 10 : 248-256). De plus, des génes visant par exemple a cibler
les sites tumoraux, ou & tuer spécifiquement les cellules cancéreuses pourront étre
transfectés dans ces cellules, afin de les rendre plus efficaces.

Dans un but diagnostique, la production dIL-17 par les cellules productrices
obtenues conformément 3 l'invention peut servir de test diagnostic pour détecter un
déficit en production d’IL-17, comme par exemple dans certaines réponses immunes
déficitaires, ou dans certaines maladies auto-immunes, ou dans certains cancers.

Ces cellules productrices dIL-17 peuvent également permettre d‘aider

développer des anticorps monoclonaux dirigés contre ITL-17 et ses variants, ou de
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tester différents anticorps monoclonaux, ou développer des techniques de validation
requérant fa production dIL-17.

Dans un but de surveillance des patients sur le plan immunologique, ces
cellules productrices peuvent également étre utilisées pour évaluer l'effet de
certains médicaments sur la production d'IL-17, en particulier chez certains patients
chez qui la production dIL-17 est déficiente, afin de suivre au cours du temps fa
capacité de production TL17 sous l'effet du traitement.

Dans le domaine thérapeutique, les cellules productrices d'IL-17 obtenues
conformément a linvention peuvent permettre de renforcer Iimmunité anti-
tumorale, anti-infectieuse, les réponses inflammatoires, ou les réponses
immunitaires chez les personnes immunodéprimées ou chez des patients
transitoirement incapables de se défendre, tel que dans le choc septique, par
exemple.

Selon encore un autre de ses aspects, l'invention a également pour objet un
procédé de préparation de cellules productrices d'IL-17, comprenant les étapes
consistant a :

a) recueillir les cellules mononucléées a partir d'un échantillon biologique;

b) activer les lymphocytes T qui sont présents parmi les cellules mononucléées ainsi
obtenues; cette activation étant réalisée en présence de cellules
mésenchymateuses ; et

c) recolter les cellules productrices ainsi obtenues.

Contrairement a |art antérieur, ce procédé ne nécessite pas de devoir
purifier au préalable les lymphocytes T, méme si cette possibilité n'est pas exclue
dans le cadre du procédé selon l'invention.

Selon un mode de réalisation particulidrement avantageux, ce procédé de
préparation de cellules productrices d'IL-17 comprend uniquement les étapes a), b)
et ¢) telles que mentionnées ci-dessus, ou uniquement les étapes a), b) et ¢)
additionnées d’'une étape d’expansion.

Dans le cadre de ce procédé, 'expression « récolter les cellules productrices»
ne signifie pas nécessairement que les cellules productrices dIL-17 soient purifiées
a partir des différentes populations de cellules qui sont obtenues. Cependant,
I'étape c) du procédé peut éventuellement consister a purifier ces cellules
productrices d'IL-17 puisqu'elles représentent la population de cellules d'intérét dans

le cadre de la présente invention.
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Les modes de réalisation préférés concernant le procédé ci-dessus sont
identiques & ceux qui ont été énoncés précédemment s'agissant de l'utilisation des
cellules mononucléées selon linvention.

Diverses autres caractéristiques ressortent de la description faite ci-dessous
en référence aux dessins annexés qui montrent, a titre d'exemples non limitatifs,
des formes de réalisation de I'objet de ['invention.

La figure 1 représente le niveau d'expression de 'ARNm codant ITL-
17, aprés activation des lymphocytes T & l'aide de PHA en présence de différentes
quantités relatives de celiules souches mésenchymateuses irradiées (A) ou apres
activation des lymphocytes T & I'aide d’une combinaison d'anticorps anti-CD3+CD28
en présence de différentes quantités relatives de cellules souches
mésenchymateuses non irradiées (B).

La figure 2 représente le niveau d'expression de 'ARNm codant |TL-
17 (A) et la quantité d'IL-17 produite par les cellules obtenues (B) aprés activation
des lymphocytes T 3 l'aide de PHA et en présence (+ MSC) ou non (- MSC) de
cellules souches mésenchymateuses.

La figure 3A représente la mise en évidence des cellules productrices dIL-
17 obtenues 24 heures seulement aprés activation de cellules mononucléées par la
PHA en labsence (- MSC) ou en présence (+ MSC) de cellules souches
mésenchymateuses. La figure 3B correspond a la quantité d'IL-17 mesurée 24h et
48h post-stimulation & partir des cellules productrices obtenues purifiées.

La figure 4 représente le niveau d'expression de 'ARNm codant ITL-
17, aprés activation des lymphocytes T a |'aide de PHA en présence (+ FLS) ou non
(- FLS) de synoviocytes issus de la membrane synoviale.

EXEMPLES

Exempl : étude |'expressi I'IL-17 dans ! I n
Activation des cellules mononucléées avec un agent mitogéne, en présence de

cellules mésenchymateuses bloguées dans leur cycle cellulaire

10 millions de cellules mononucléées obtenues a partir du sang périphérique
aprés un gradient de Ficoll, ont été activées (& hauteur de 100 000 cellules/puits de
plague 96 puits, ou de 1 million de cellules/puits dans des plaques de 24 puits) a
l'aide de Sug/mi de PHA en présence des ratios 20/100 (1:5), 10/100 (1:10) et
5/100 (1:5) de cellules souches mésenchymateuses (MSC) issues de moelle osseuse

préalablement irradiées par rapport aux cellules maononucléées (PBMC). Des puits

I
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contréles sans cellules souches mésenchymateuses ont également été réalisés en
paralléle. Aprés 24 heures de co-culture dans un milieu de type RPMI 1640
additionné de 10 % de SVF), le niveau d'expression de 'ARNm de ITL-17 a été
mesuré par RT-PCR quantitative et rapporté au niveau de I'expression de 'ARNm du
CD3e, & laide du kit d’extraction commercialisé par la société Qiagen comprenant
des amorces anti-IL-17 produites, & la demande, par la Société Qiagen, et utilisé
selon les instructions d'utilisation fournies.

Les résultats sont regroupés dans la figure 1A. Le niveau d'expression dTL-17 est
exprimé en comparaison avec celui mesuré sans cellules mésenchymateuses dans

les puits contrdles qui est considéré comme étant égal a 1.

b) Activation des cellules mononuciéées avec une combinaison d’anticorps
CD3+CD28, en présence de cellules mésenchymateuses non bloquées dans leur

cycle cellulaire
10 millions de cellules mononucléées obtenues & partir du sang périphérique

aprés un gradient de Ficoll, ont été activées (2 hauteur de 100 000 cellules/puits de
plaque 96 puits, ou de 1 million de cellules/puits dans des plaques de 24 puits) par
la combinaison d‘anticorps anti-CD3+CD28, pour mimer |'activation physiologique
par le Récepteur T, a raison de 5 pg/ml de chaque, en présence des ratios 20/100
(1:5), 10/100 (1:10) et 5/100 (1:5) de cellules souches mésenchymateuses (MSC)
issues de moelle osseuse non bloquées dans leur cycle cellulaire par rapport aux
cellules mononucléées (PBMC). Des puits contrdles sans cellules souches
mésenchymateuses ont également été réalisés en paralléle.

Le niveau d'expression de I'ARNm de VIL17 a été mesuré par RT-PCR
quantitative et exprimé comme indiqué ci-dessus. Les résultats sont regroupés dans
la figure 1B.

Exemple 2 : étude de l'expression e l jon d'IL-17 dans le
cellules obtenues selon |'invention

10 millions de cellules mononucléées obtenues a partir du sang. périphérique
aprés un gradient de Ficoll. Les cellules mononuclées ont été déplétées en
monocytes, puis activées (a hauteur de 100 000 cellules/puits de plague 96 puits,
ou de 1 million de cellules/puits dans des plaques de 24 puits) a I'aide 5 pg/m! de
PHA en présence (+ MSC) ou non (- MSC) de cellules souches mésenchymateuses
issues de moelle osseuse, utilisées a raison de 1 cellule mésenchymateuse pour 5

cellules mononucléées. Des puits contrles sans celiules  souches
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mésenchymateuses (- MSC + PHA) et sans cellules souches mésenchymateuses ni
activation par la PHA (- MSC - PHA) ont également été réalisés en paralléle.

Aprés 24 heures de co-culture, le niveau d’expression de 'ARNm de I'TL-17 a
été mesuré par RT-PCR quantitative comme indiqué & I'exemple 1 (figure 2A). La
quantité d’IL-17 produite par les cellules obtenues conformément & linvention a été
mesurée par ELISA (figure 2B).

Exem ; mise en évj n n I'inventi

Aprés 24 heures de culture effectuée dans les conditions mentionnées a
Vexemple 2, les lymphocytes T ont été purifiés en sélectionnant les cellules
secrétant de I'IL-17 & Vaide d’un systéme de billes magnétiques vendu par la société
Myltényi et consistant & isoler les cellules exprimant de ITL-17 grice & des anticorps
dirigés contre IL-17 et la molécule CD45.

La détection des cellules productrices d'IL-17 a €té réalisée par cytométrie
de flux, & |'aide d’un anticorps anti-IL-17 marqué.

Les résultats sont regroupés dans la figure 3A et montrent qu'aprés
seulement 24 heures de co-culture, Futilisation selon linvention (+ MSC) permet
d'obtenir une proportion significativement augmentée de cellules capables de
produire de ITL-17 (3,6 % versus 0,4 %).

En paralléle, 24h et 48h aprés activation des cellules dans les conditions
mentionnées & I'exemple 2, le taux dIL-17 produite a été mesuré par ELISA a partir
des cellules purifiées. Les résultats montrent (figure 3B) que le taux obtenu était
de 0,518 pg/ul dTL-17 en présence de cellules souches mésenchymateuses contre
0,044 pg/ul en leur absence, dés 24 heures post-stimulation. De fagon intéressante,
ces taux ont nettement augmenté aprés 48 heures.

Une étape d'expansion de ces cellules a ensuite été réalisee en présence
dIL-2 et d'IL-23 a raison de 20 UL/ml dIL-2 et 10 ng/ml d'IL-23 pendant 10 jours,
en changeant le milieu pour moitié 3 fois/semaine. Leur capacité de production d'IL-
17 a &té vérifiée par ELISA et RT-PCR quantitative suite & cette étape d'expansion.

Exemple 4 : I'ex jon d’IL- ns les | |
Vinvention

10 millions de celiules mononucléées obtenues a partir du sang périphérique
aprés un gradient de Ficoll, ont été activées (a hauteur de 100 000 cellules/puits de
plague 96 puits, ou de 1 million de cellules/puits dans des plaques de 24 puits) a
Faide 5 pg/ml de PHA en présence (+ FLS) ou non (- FLS) de cellules synoviocytes
issus de membrane synoviale (cellules mésenchymateuses différenciées obtenues a
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partir de résidus opératoires de prothése de hanche), utilisées a raison de 1
synoviocyte pour 5 cellules mononucléées. Des puits sans activation par la PHA ont
également été réalisés en paralléle. _

Aprés 24 heures de co-culture, le niveau d'expression de 'ARNm de I'IL-17 a
été mesuré par RT-PCR quantitative et rapportée au niveau ARNm de CD3 g, sur
deux expériences réalisées en paralléle (E1) et (E2).

Les résultats sont regroupés dans la figure 4 et montrent que la co-culture
en présence de cellules mésenchymateuses (+ FLS) permet de stimuler de maniére
significative |'expression de ITL-17 dahs les cellules obtenues.

L'ensemble des résultats exposés dans la présente demande démontrent que
la présente invention permet d'obtenir aisément des cellules productrices dIL-17
grace a un systéme de co-culture en présence de cellules mésenchymateuses, sans
besoin de purification spécifique préalable des lymphocytes T, et sans nécessité
d'ajouter des cytokines et/fou des anticorps pour induire etfou damplifier la

différenciation de ces cellules productrices d'IL-17.
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REVENDICATIONS

1. Utilisation de cellules mononucléées activées en présence de cellules
mésenchymateuses pour l'obtention de cellules productrices dIL-17.

2. Utilisation selon la revendication 1, caractérisée en ce que les cellules
mononuciéées qui sont activées sont la population totale de cellules mononucléées
présente dans un échantillon biologique.

3. Utilisation selon l'un quelcongue des revendications précédentes,
caractérisée en ce que les cellules mononucléées qui sont activées sont des
fractions de la population totale de cellules mononucléées présente dans un
échantillon biologique.

4, Utilisation selon la revendication 3, caractérisée en ce que les
fractions sont choisies parmi les cellules mononucléées dépourvues de tymphocytes
B, les cellules mononucléées dépourvues de monocytes, les lymphocytes T purifiés,
et les lymphocytes TH17.

5. Utilisation selon F'un quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que les cellules mésenchymateuses utilisées sont des cellules
souches mésenchymateuses.

6. Utilisation selon l'un quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que les celiules mésenchymateuses sont utilisées selon un ratio
cellule mésenchymateuse:cellule mononucléée qui appartient & la gamme allant de
1:1 a 1:100.

7. Utilisation selon l'un quelconque des revendications precédentes,
caractérisée en ce que le nombre de cellules productrices obtenues peut étre
amplifié lors d’'une étape d’expansion.

8. Utilisation selon la revendication 7, caractérisée en ce que I'étape
d’expansion est réalisée en présence d'IL-2.

9, Utilisation selon I'un quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que les cellules productrices dTL-17 sont purifiées avant leur
utilisation.

10, Cellules productrices dIL-17, caractérisees en ce gu'elles sont
susceptibles d'étre obtenues selon I'une quelconque des revendications 1 ao.

11. Cellules selon la revendication 10 pour leur utilisation en tant que

médicament.
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12. Cellules sefon la revendication 10 pour leur utilisation en tant que
vaccin cellulaire ou vecteur pour transfert de génes.

13. Procédé de préparation de cellules productrices d'IL-17, comprenant
les étapes consistant a :

a) recueillir les cellules mononuciéées a partir d'un échantillon biologique;

b) activer les lymphocytes T qui sont présents parmi les cellules mononucléées
ainsi obtenues; cette activation étant réalisée en présence de cellules
mésenchymateuses ; et

c) récolter les cellules productrices dIL-17 ainsi obtenues.

14. Utilisation des cellules selon 1a revendication 10 en tant quoutil de
diagnostic, de screening, 6u d'immunosurveillance.
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E : document de brevet bénéficiant d'une date antérieure
a la date de dépét et qui n'a été publié qu'a cette date
de dépét ou qu'a une date postérieure.

D : cité dans la demande

L : cité pour d'autres raisons

& : membre de la méme famille, document correspondant

page 3 de 3



EPO FORM P0465

ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRELIMINAIRE

RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANCAIS NO.

2960882

FR 1054429 FA 739944

La présente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cités dans le rapport de
recherche préliminaire visé ci-dessus.
Les dits membres sont contenus au fichier informatique de I'Office européen des brevets a la date au07-12-2010

Les renseignements fournis sont donnés a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilité de 'Office européen des brevets,

ni de I'Administration frangaise

Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
WO 2010030947 Al 18-03-2010  AUCUN
WO 2009092087 A2 23-07-2009  EP 2238241 A2 13-10-2010

Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de I'Office européen des brevets, No.12/82



	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings
	Search report

