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Résumé

Objectifs de I'étude I'activité cytotoxique des cellules tueuses ndtese(cellules NK) joue un rdle important dans kEfehse
immunologique naturelle dans les cas de tumeursggnea. Les cellules NK apparaissent comme un noowtl de traitement
oncologique adoptif. L’arabinoxylane du son de(W#&GN-3/Biobran) est décrit comme un modificateurldeéponse biologique
capable d’améliorer I'activité cytotoxique des ulds NK. Cette étude s'est donnée pour but d'évdleéfet du produit MGN-
3/Biobran sur I'activation, I'expansion et la cyigicité des cellules NK en présence de cellulesagoblastomeviéthodes nous
avons stimulé au moyen du produit MGN-3/Biobran ¢elules NK enrichies de billes magnétiques. Nawsns procédé a
I’évaluation de I'activation des cellules NK endait I'analyse de leurs phénotypes et nous avamsleur capacité d’expansion.
La capacité cytotoxique des cellules NK a été éeistévitro sur des lignées cellulaires K562, Jurkat, A67318%8L, A-204, RD
et RH-30, etn vivo sur des cellules de lignée NB16%Resultats :la stimulation des cellules NK au moyen du MGN-i8kBan

a induit une augmentation de I'expression des técep CD25 et CD69 associés a l'activation comparatent aux cellules
dormeuses (R 0.05). L'expression des récepteurs NKG2D, DNAM, NERTLR est restée inchangée. La stimulation réalsu
moyen du MGN-3/Biobran pendant la nuit a augmefaétilité cytotoxique des cellules NK par rapportautes les lignées
cellulaires testéem vitro et a ralenti la croissance du neuroblastamesivo. Pour ce qui est du produit MGN-3/Biobran, ce
mécanisme n’est pas di a la contamination paripepdlysaccharides. Par ailleurs, I'application MGN-3/Biobran a renforcé
I'expansion des cellules NK et la réduction desutes Tin vitro. Conclusion nos données indiquent que le MGN-3/Biobran régule
a la hausse les marqueurs d’activation des celNigsstimule I'activité cytotoxique des cellules Néa présence de neuroblastome
in vitro etin vivo, et provoque de maniére sélective I'expansion désles tueuses. Ces résultats peuvent étre @tilesenir pour

le traitement du neuroblastome lors du développeénies stratégies thérapeutiques basées sur li@atigs cellules NK.

Mots-clés: arabinoxylane de son de ¥ GN-3/Biobran),activité cytotoxique, cellules tueuses naturelteglgles NK),
neuroblastome

Introduction peut étre accrue en pratiquant un mode de vie [SalB],

grace aux modificateurs de la réponse biologidaer],
L’activité cytqtoxique des. cellules tueuses nataeel aux hormones de croissan{® ainsi qu'aux cytokine§o-
(cellules NK) joue un role important dans notre et 12]. Les cellules cancéreuses peuvent réduire I'acti-
immunologique naturelle contre le développement de it cytotoxique des cellules NK en sécrétant des
tumeurs malignes, ce dont témoigne le fait que detivité cytokines suppressives, ou encore en réduisant les
réduite est liée a un risque plus grand de dévelogpt de récepteurs d’activation sur les cellules NK.3,14]
maladie cancereuse chez les individus en bonne gant L’activité des cellulesNK peut étre inhibée par des
De plus, I'activité des cellules cytotoxiques defiutes NK anticorps[15,16] et des médicaments chimiothérapeutiques
chez les patients ayant subi une transplantatiooetieles [17].

souches hématopoiétiques est liée a une réduatioisgue
de récidive[2]. L’activité cytotoxique des cellules NK
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Fig. 1- Niveaux des cytokines dans des surnagelentsilture, définis a I'aide du systéme Cytomedead Array Flex Set (de chez BD Biosciences)
et analysés par cytométrie en flux au moyen dunsgtee BD FACSCalibur (de chez BD Biosciences). lNeaux TNFe, (B) Niveaux II-6 et (C)
Niveaux IL-8

volontaires en bonne santé ont été isolées parifceyation

Nous devrions donc nous orienter, et ce non seuieme €n gradient de densité. Une couche de sang a aléeét

chez les patients atteints du cancer mais ausg khe délicatement sur une couche de volume égal de undie
population en bonne santé, sur le maintien d’'unt hauSéparation Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) etriéegée a

niveau d’activité cytotoxique des cellules
naturelles.

tueuses température ambiante et & 400 g pendant 20 minMBRK

ont été prélevés de l'interface et rincés deux fmismoyen

Le MGN-3/Biobran est composé d’arabinoxylane de d'un tampon phospate salin (PBS) et centrifugé @ 40

son de riz, modifié a I'aide d’enzymes hydrolyséag
hydrates de carbone issus du champignon shiitake
II s’agit d'un complément nutritif qui, dapres les
publications disponibles, améliore l'activité cyirigue des
cellules NK en présence de tumeurs chez les pstihiltes,
et cein vitro et in vivo [19,20] On décrit également son
effet anticancéreux lorsqu’il est associé a unerathié
oncologique conventionnelle appliquée sur certamsveaux
types de cancer tels que le cancer du sein ourténoane
hépatocellulaire [21-25]. Ceci permet d’envisager

l'utilisation du MGN-3/Biobran comme complément au

traitement du cancer chez les patients adultesqulus
présent, en revanche, aucune donnée n’avait étéépub
concernant les tumeurs chez les enfants. Notreciibgeété

d’examiner le rbéle du MGN-3/Biobran en
stimulateur des cellules NK en présence de tumietastiles

in vitro et in vivo, de méme que le role de ce produit sur

I'expansion des cellules tueuses naturelles toutfagsant
usage de différentes combinaisons de cytokines diwtrses
lignées cellulaires stimulées.

Méthodes

Préparation des cellules

L'étude a été approuvée par la commission éthicuaatre
institution. Les cellules mononucléaires du sangppérique
(PBMCs) d’échantillons sanguins prélevés chez déiwidus

tant que

pendant 10 min.. Les cellules NK ont été ensuiteesiien
présence de billes magnétiques (en utilisant I& Belation
KIT ou CD56 microbeads, de chelliltenyi Biotec) (cf.
online Figure complémentaire nt pour les évaluateurs).
Tout le sang était en couche au-dessus du cousdticdll et
centrifugée a température ambiante et 1800 toums/mi
pendant de 30 minutes. La fraction lymphocytes/nogtes
une fois isolée a été rincée au moyen d’'un tangiwspate
salin et soumise a la lyse des globules rougess(dere
solution de chlorure d’ammonium; Stem Cell Techgas)
pendant 5 minutes a température ambiante et, Hpre&t de
la réaction par ringcage au tampon phosphate sédia,
monocytes accollés ont été cultivés en milieu RRAM#O
(Gibco-BRL, Life Technologies Ltd.) enrichi de 10%e
sérum de foetus de veau en atmosphére humide &v&iB
a la température de 37°C. Les monocytes accollésétn
cultivés sur une durée de 7 a 10 jours en vue degitre une
différenciation des macrophages. Ceux-ci ont étéség en
guise de biocapteurs pour l'identification de lsel@ptimale
de MGN-3/Biobran qui stimule les cellules NK satimaler
les macrophages.

Réactifs

Dans I'étude ont été utilisés les anticorps monaalx
(mAbs) suivants:CD3PE-Cy7, CD45-FITCCD69-
FITC et CD314 (NKG2D)-APC tpus de cheBecton
Dickinson) ;CD56-APC, CD25-PE, CD336

Tableau n° | — Effet stimulant de I'incubation natte aux Biobran et IL-15 sur l'activation des mdteairs des cellules NK

Dormeuses Stimulées au Biobran Stimuléel.alb

Rapport Biobran/ RapportlL-15/

MFI SD MFI SD MFI SD dormeuses dormeuses
CD69 508.3 889.2 1591.7 741.1 18032.6 14136.6 3.13 35.48
CD25 481 448.9 1537 520.3 1864 2843.8 3.2 3.88
NKG2D 4634.2 5762 5074.3 4761 9914.9 11491 1.09 2.14
DNAM 1960.6 2529 2501.1 1174 3344.8 5391 1.28 1.71
NKp44 1017.7 1473 1808 2780 886.3 2110 1.78 0.87
NKp30 1300.7 1990 1519.8 2508 4971.5 1567 17 1. 3.82
NKp46 1134.4 1044 1159.4 1695 1568.8 1187 021. 1.38
TLR4 2654 2858 1348 2533 1963 2150 0.51 0.74
TLR9 5854 6284 5200 6448 8779 6231 0.89 1.50

Les données indiquent I'intensité moyenne de flsceace (MFI), écart-type (SD) et les rapports ¢hieddividus contr6lés en bonne santé. Les donnéesas

marquent I'importance statistique.
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(NKp44)-PE et CD335 (NKp46)-PE (tous de chez aété décrit ci-dessyf9]. Comme cellules cibles ont été
Beckman Coulter) ; CD337 (NKp30)-PE(de chez  tilisées des cellules des lignées cellulaires K5B#kat,
Miltenyi Biotec). Les mAbs marqués au fluochrome Ag73,NB1691,A-204, RD etRH-3Q Bref, les cellules
contre les TLR-4 et TLR-9 ont été obtenus aupretade ciples ont été marquées par un ligand améliorant la

sociétéEnzo Life Scien@sAG. . _ fluorescence (bis(acétoxyméthyl)2/%6',2"-terpyridine-
L'interleukine (IL)-15 a été obtenue auprés de la soci€té &'-dicarboxylate). Ce ligand hydrophobe pénétre

CeIIGenlx_ et FiL-2 (prol,eL,kae) .chez Nova_lrt|§. Le rapidement dans la membrane cellulaire. A l'intériele
MGN-3/Biobran nous a été fourni par la sociB&iwa . . .
la cellule, il se produit une hydrolyse des liaisogster

Pharmaeuticals Co LtdLe lipopolysaccharide (LPS ; de S . . . .
chez Sigma 0127:B8) a été utilisé en tant que tigde qui fait que le ligand devient hydrophile et doncapable
de passer a travers la membrane cellulaire. Lalysgo

récepteur de type Toll et la polymyxine B (de chez e -
InvivoGen) en tant qu’inhibiteur de I'activation diLR-4 cependant, provoque une libération du ligand et

induite parLPS. finalement une réaction de celui-ci & I'europiumupo
former un chélate stable fluorescent que I'on paualuer
Lignées cellulaires fluorométriguement (a l'aide du lecteur Infinite (&2

Les lignées cellulaires K562 dérythroleucémie kamT de ~ Reader-TECAN Group Ltd.). Le calcul de la cytotatéc
leucémie lymphoide, A673 de sarcome d’Ewing (toes d SPontanée et spécifique a été réalisé en utilidast
chez ATCC), la lignée cellulaire NB1691 de neurstdane formules suivantes :

(fournie aimablement par le Dr. A. Davidoff de I'iVarsité
de recherche pédiatrique St-Jude), par ailleursliigges
cellulaires A-204 de rhabdomyosarcome embryonn&i2, = (Libération experimentatelibération spontange
de rhabdomyosarcome embryonnaire, etRH-30 de (Libération maximalelibération spontange 100
rhabdomyosarcome alvéolaire (toutes de chez DSZM) o

été choisies comme cellules cibles du test de @yimté % Libération spécifique

naturelle des cellules Nk vitro. La lignée cellulaire de
neuroblastome transduit par luciféragfB1691luc)
qui nous a été fournie aimablemguair le Dr. A. Davidoff
a été utiliséein vitro dans un modeéle murin quantitatif
vivo [26,27]. Pour [l'activation et I'expansion des

Ic_elltfles NKI’I oln_ a Ut”.'se dg(?mme czléules nourg;ctﬁs pg/ml de MGN-3/BioBran, 10 ng/ml d’IL-15, 40 [U/nalu
Ighees cellulaires  rradiees K5 et K5 avec 1000 1U/MI d’IL-2, voire avec une combinaison de MG
expression des IL-15 et 4-1BBL (K562-mb15-41BBL, 3/Biobran et de 40 IU/ml d’IL-2. Les cultures ontéé
fournie aimablement par leDr. D. Campana de  effectyées dans un milieu de culture complet (RREHO
I'Université nationale de SingapoufPs8] liées sur  5,quel on a ajouté 10% de sérum de veau foetahative

% Libération spécifique

= (Libération spontanéearriere-plan)/
(Libération maximale arriére-plank 100

Des cellules NK obtenues auprés de volontaires en
bonne santé ont été stimulées pendant la nuit 4@€c

membrane cellulaire par la chaleur, 100 IU/ml de pénicilline, 100 ng/d#

3 . streptomycine et 2mmol/l de glutamine) dans une
Analyse phénotypique atmosphére humidifiée de 5% ¢t de 95% dair.
A l'aide d’une coloration fluorescente a 6 couleum L'activité cytotoxique a été évaluée selon le mdderit ci-

adéterminé le phénotype de surface des cellules NKdessus.
stimulées pendant la nuit au MGN-3/Biobran (100nply/

d’une part, des cellules NK stimulées pendant & alilL- Modele murin
15 (10 ng/ml) d’autre part, des cellules NK nomstiées et
des cellules NK expansées par ailleurs, provenant3d
persosnnes volontaires en bonne santé. Nous avoe G

5
Une quantité d€ x 10 decellules de neuroblastome
NB-1691luc a été injectée de maniére intraveineuse
des sourifNOD-<cid IL-2Rgnull &gées de 12 semaines.
Nous avons utilisé des cellules mononucléairesadig s

température det°C pendant 30 minutes. Les cellules périphérique  provenant d'individus volontaires en
ont été ensuite rincées deux fois avec un PBS faiig Ponne santé pour isoler les cellules Ns cellules NK

resuspendues dans 0,5ml de PBS puis analysées daf§t ét€ ensuite enrichies par une sélection desbitha-

un cytométre de flux FACASCanto Il (Becton gnétiques (NK cell isolation KIT, Miltenyi Biotech)es
Dickinson). Nous avons déterminé, pour chaque anti-cellules NK obtenues étaient > 90% CD3-CD56+. Ona
gene de surface cellulaire, le pourcentage delesllu emploiyé des cellules NK fraiches ou des celluldé N
positives et les taux d’intensité fluorescente nmoye activées pendant la nuit avec 100 pg/ml de MGN-
(MFI). Sur le groupe de contrdle nous avons utilisé desg/gjoBran. La thérapie intraveineuse de cellules NK
anticorps de controle d'isotypes adequats. a débuté 7 jours apreés I'injection des cellulexcéaguses et

a été réalisée deux fois par semaine pendant 4dirsesn&ur

2 expériences indépendantes (4 souris par groufeis

La cytotoxicité naturelle des cellules NK a étéviaidans ~ 2VONs comparé la cohorte de souris non traitéesifgr de

, i oy At contréle) avec une_cohorte de souris auxquellesait
le cadre d'un test conventionnel de 2 heures dérdition dmini t) 1% 108 d il NK q mulé
d’'acide d’europiun2,2:6',2"-terpyridine-6,6- administre - 1 X e cellules non stimulges

dicarboxylique(Perkin-Elmemwallac), effectué comme il (9roupeNK) et une cohorte de souris ayant re¢ 110
de cellules NK

X 10 cellules NK fraiches issues de différentes conulitio
au moyen d’anticorps anti-humains monoclonaux nsudita

Essais de la cytotoxicité et stimulation des ceBulK
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concentration de 100 pg/ml de BioBran a été détereni
comme étant la plus forte ne causant pas d'inflanoma

stimulées pendant la nuit avec 100 pg/ml de MGN-(gugmentation des TN&- IL-6 et II-8, Fig.1). Le MGN-

3/Biobran (groupe NK-BiobrgnDes images deidlumi-
niscence ont été réalisées les 7e, 14e, 28e gbde
aprés le début de la thérapie des cellules NK &Etsapne
injection intrapéritonéale de 100 ul de luciféridibuée
dans un tampon phosphate salin de 15 mg/ml.

3/Biobran a été examiné du point de vue de son effet
agonistique sur les récepteurs de type ToR-2, -3, -4, -5,
-7, -8 et 9 de chez InvivoGen. Puisque des traces & LP
dans le MGN-3/Biobran pourraient accroitre la oyxdtité
des cellules NK par signalisation du TLR-4, la &t&i

Cinqg minutes apres l'administration du substrats le gjochem GmbH aréalisé le test de déterminationlale

animaux ont été mis sous anesthésie a l'isoflurgnéuction
de l'anesthésie a 3% puis maintenue a 1,5%) eéplansuite
sur I'appareil Xenogen IVIS Lumina Il (Imagerie tigative
par fluorescence et par bioluminescence,

présence de lipopolysaccharide/endotoxine contartende
ligand TLR-4, dans le MGN-3/Biobran (100 pg/ml).rPa
ailleurs, nous avons procédé a la quantificatiofageésence

Xenogenge | pS/endotoxine par test chromogénique (Toxin&ens

Corporation). Les images ont été faites sous dders cpromogenic LAL Endotoxin Assay Kit, GenScript).Eite
expositions et analysées au moyen du logiciel Xenog noys avons réalisé les essais fonctionnels detdaooycité in
Living ImageSoftware (version 3.2). Pour les diagrammes yitro par rapport aux lignées cellulaires K562 et NB1691

des images de bioluminescence, une zone d’intéréborine
rectangulaire comprenant le thorax et 'abdomenestier

a été choisie pour chaque souris et le flux tgphlofons/s)
calculé dans les positions ventrale et couchédesuentre
avec exposition de 180 s.. Cette valeur s’étalergaport a
une valeur de fond comparable (d’'une souris derélensans
tumeur et a laquelle on n'a injecté que de la &raie).

Toutes les expériences ont été effectuées en sulean
instructions des Comités institutionaux de soid’etilisation

des animaux conformément aux critéres établis BaGuide
des instituts nationaux de santé pour le soin wiifation

des animaux de laboratoire.

Activation et expansion des cellules NK

L’expansion s’est produite dans les 14 jours dassalltures

comprenant et ne comprenant pas 100 pg/ml de MG

3/Biobran et de cytokines (100 IU/ml IL-2 ou 100/'m IL-2

tant que cibles et en utilisant le LPS (10 ng/mm)tant que
stimulant des cellules NK et la polymyxine B en ttan
gu’inhibiteur de l'activation du TLR-4 induite pde LPS.
Enfin, nous avons effectué des tests de cytot@xmitvers la
lignée cellulaire NB1691 en appliquant des celludk
stimulées au MGN-3/Biobran avec de la polymyxinesi
tant gu’inhibiteur.

Analyse statistique

Les résultats sont indiqués comme moyennes + Sart(éc
type). Pour la comparaison des effets du MGN-3/Binb
sur le phénotype, la cytotoxicité et le taux d’exgan des
cellules NK, nous avons eu recours aux tests non
paramétriques de Wilcoxon. Dans le modéle muririal

n.de survie a été estimé par la méthode Kaplan-Méieme

variante puis comparé au moyen du test log-ranke Un

plus 10 ng/ml IL-15), ou encore dans des coculturesSignification statistique de < 0,05 a éteé définie.

supplémentaires contenant des cellules nourricesliées
composées de cellules K562 ou K562-mb15-41BBR].

Bref, les cellules mononucléaires obtenues du sanNth ssyltats

périphériqgue (PBMCs) auprés de 5 adultes volordage
bonne santé ont été isolées par centrifugationradient de
densité (Ficoll). Ces cellules ont été mises eculdation
dans un plateau a 6 puits a fond plat avec ou BHBAI-
3/Biobran et cytokines humaines (IL-2, IL-2 + IL1%u
encore cultivées sous la proportion 1:1,5 avec alsiles
nourrices irradiées sublétales K562 ou K562-mb1BB11
Comme milieu de culture on a utilisé du RPMI 1640@ichi

Etablissement du phénotype des cellules NK

L'addition de cellules NK stimulées au MGN-3/Biobra

a conduit a une augmentation du taux d’expressies d
clusters de différenciation CD69 et CD25 d'une nme

de 9%-88% et de 6%-90% respectivement (le taux
d’intensité de fluorescence moyenne (MFI) a ététiplid

de 10% de plasma humain fraichement congelé AB, L-respectivement par 3,1 et 3,2). Les taux et lisignde

glutamine et pénicilline-streptomycine (Biochror@e milieu
frais était ajouté tous les 2 jours. Au bout dejddrs, les
cellules ont été récupérées et analysées pournuétar le
phénotype et la cytotoxicii@ vitro des cellules NK.

CytometricBead Array et analyse par cytométrie en
flux pour déterminer la contamination du MGN-
3/Biobran par agoniste de TLR

Grace a la technique Cytometric Bead Array Flex @let
chez BD Biosciences) utilisée suivant le protocale
fabricant, nous avons détecté la libération du efactde
nécrose de tumeu(TNF)-a, IL-6 et IL-8 dans les

fluorescence moyenne des autres récepteurs exasonés
restés inchangés. Sur les cellules NK stimuléesllpab,
utilisées comme contréle positif, le taux d’expiess
moyenne des différents marqueurs a augmenté detreani
significative (CD25 6%-92%, taux MFI multiplié p&:9,
CD 69 (9%-98%, taux MFI multiplié par 35,5), NKG2D
(92%-97%, taux MFI multiplié par 2,1), DNAM (81%-%%
taux MFI multiplié par 1,7) et NKp30 (de 54 a 8dux MFI
multiplié par 3,8). Le tableau kt laFig2 - A et B -
représentent la réaction des récepteurs activaturdes
cellules NK & la stimulation aMGN-3/Biobran et a I'lL-
15 pendant la nuit.

macrophages humains aprés exposition aux effets du

lipopolysaccharide (LPS) (10 ng/ml) et du MGN-3/Bian
(a raison de 10, 100, 1000 et 10000 pg/ml), poissnen
avons fait I'analyse par cytométrie en flux au noydu
cytométre en flux BD FACSCalibur (BD Bioscienceta
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Fig. 2 (A) - Intensité de fluorescence moyenne des réceptetivatecrs des cellules NK : dormeuses (courbe hoattmulées au MGN-
3/Biobran (rouge) et a I'lL-15 (verte) chez 3 inidivs de contréle en bonne santé. (B) - Pourcentdigepression des marqueurs d’activation
sur les cellules NK dormeuses, stimulées au M@Bie®fan et a I'lL-15.
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Essais de cytotoxicité in vitro
La stimulation pendant la nuit au MGN-3/Biobran

a provoqué une augmentation de la cytotoxicité des

cellules NK vis-a-vis de toutes les lignées ceitea
testées selon une proportion effet/cible de 8:16&5
NB1691, Jurkat, A673) ou de 10:1 (A-204, RD, RH-30)
comparativement aux cellules NK dormeugEs). 3A,
K562 80% contre 69%P = 0.03, NB1691 41% contre
23%, P = 0.03, Jurkat 40% contre 1998 = 0.03, A673
34% contre 13%pP = 0.02, A204 34% contre 18%, =
0.03, RD 45% contre 22%; = 0.002, RH-30 34% contre
18%,P = 0.02). La stimulation a I'lL-15 a conduit a desix
encore plus élevés de la lyse des lignées celbslaitc62
(100%), NB1691 (61%), Jurkat (60%) et A673 (58%ig(
3B). Pour tester I'effet synergique de I'lL-2 et dMIGN-
3/Biobran nous avons comparé la stimulation a foldse
d’'IL-2 (1000 IU/ml) avec celle a faible dose d'IL-@40
IU/mI) et avec celle a faible dose de IL-2+ MGN-B/Bran.
L'addition de MGN-3/Biobran & une faible dose dZL-
a amélioré I'effet stimulant de 40 IU/ml d’IL-2 atynant une
cytotoxicité comparable a celle obtenue avec 1000nl
d’'IL-2 (Fig. 3C). Afin de tester le profil de sécurité des
cellules NK stimulées au MGN-3/Biobran, nous avo¥alisé
des essais de cytotoxicité sur des cohortes derbtent
négatives (cellules autologues négatives CD56)oquifait
apparaitre une absence de cytotoxicifg-igure 2
complémentaireet Tableau n° | complémentaipour les
évaluateurs).

Modeéle in vivo

Afin d’examiner si I'effet de stimulation du MGN-Bibbran
sur les cellules NKn vitro revéte une importance clinique,
nous avons élargi notre recherche a un modéle xafiate
neuroblastome transfecté par luciférase. Stida4 on voit

représentatifs de souris auxquelles on a adminisiné
tampon phosphate salin (groupe de contrdle), 1 %dED
cellules NK dormeuses et x 10 de cellules NK
stimulées au MGN-3/Biobramans le groupe de contrble
tout comme dans le groupe des cellules NK dormeuses
anoté une progression dramatique des tumeurs NB169
tandis que, dans la cohorte a laquelle on avaitradire 1 x

10° de cellules NK stimulées au MGN-3/Biobran, on
a observé une inhibition de poussée du neuroblastom
significative (Fig. 4B et Tableau Il complémentaingour

les évaluateurs). Nous avons observé égalementlegue
cellules NK stimulées au MGN-3/Biobran avaient acde
maniére sensible la survie dans le modéle comptohtan
souris NOD/scid/IL2Rnull-hu (P < 0.05 ; Fig. 4C).

Réle du MGN-3/Biobran dans I'expansion des celliNés

Au bout de 2 semaines de culture, il s’est avéré qu
I’expansion des cellules NK s’est accrue de manpius
importante dans le milieu de culture auquel le MGN-
3/Biobran avait été ajout@ableau lllcomplémentairg
Par contre, I'addition du MGN-3/Biobraawuu médium de
culture a provoqué une réduction de I'expansion
(Fig. BA). L'addition de MGN-3/Biobran aux culturgék-2
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Fig. 3 (A) - Activité cytotoxique des cellules NK stimulées atcM-3
vis-a-vis des lignées cellulaires K56RIB1691, Jurkat et A673(rapport
effecteur/cible de8:1), A-204, RD et RH-30rapport effecteur/cible de
des bio-images ventrales et dorsales de 3 groupesio:). (B) - Activité cytotoxique des cellules NK stimulées B115 et
au MGN- vis-a-vis des lignées cellulaires K56RB1691,Jukat et A673
(rapport effecteur/cible d8:1). (C) - Activité cytotoxique des cellules

NK stimulées a IL-2 et au MGN-3vis-a-vi

is des cellules A-204, RD et

RH-30 (rapport effecteur/cible dd0:1). Les données représentent les

résultats de 3 expériences indépendantes
bonne santé*Résultat significatif du point

faitparéir de 3 volontaires en
de vue statistique.

cellules B. L’activité cytotoxique des cellules Nikpansées
n'a pas changé de maniére significative dans le dms
'addition de MGN-/Biobran au milieu de cultureif. 5 .B)
En revanche, l'addition d’IL-15 a renforcé la cyxicité
comparativement au milieu contenant uniquementide)

et ce méme en utlisant une
transfectée.

Mécanisme de stimulation des
3/Biobran

lignée cellulaire K562

cellules NK au MGN-

Etant donné que les cellules NK peuvent étre séesipar
les récepteurs de type Toll (TLR), nous avons tdsté
déclenchement de TLR sous l'influence du MGN-3/Béwb

en utilisant les macrophages

humains en tant que

et IL-2 + IL-15 n’ont produit aucune différence significative ~biocapteurs, et ce en vue de déterminer la dosenalgt
MGN-3/Biobran capable de stimuler les cellules NiKs

du point de vue statistique sur les cellules NK$uetles
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Fig. 4 (A) — Les images de tumeurs NB1691exprimariticiférase illustrent le volume du neuroblastothez les souris auxquelles un tampon
phosphate salin a été administré (groupe de cetdk 10° cellules NK dormeuses fraichement isolées, et10° de cellules NK stimulées au
MGN-3 (injection intraveineuse de 8 doses, soitxdfmis par semaine pendant 4 semaines consécutiVesy souris représentatives
de chaque groupe y sont montrées - vues ventraldsreales avec marquage de la zone d'intéBgt: Le multiple du volume tumoral
rapporté aux valeurs de base était nettement énfiérchez la cohorte de souris auxquelles des eslINIK stimulées au MGN-3 avaient été
administrées comparativement au groupe de coritdiu groupe de souris ayant recu des cellules dtkeuses. (C) -Les courbes de Kaplan-
Meier indiquent les taux de survie des souris ain skes différents groupes Résultat significatif du point de vue statistique
comparativement au groupe de contréleRésultat significatif du point de vue statisticqzeenparativement au groupe ayant reg des cellukes N
dormeuses.”™ Résultat significatif du point de vue statistiqummparativement aux deux groupes

stimuler les macrophages. Il s’est avéré que similbauts
niveaux de MGN-3/Biobran (10 mg/ml) aboutissaient a
déclenchement d’IL-8, 1I-6 et de TNk-(respectivement
4776, 164 et 132 pg/ml) — dfigure 1 Ces mesures étaient
sensiblement inférieures a celles observées lorslade
stimulation au LPS (10 ng/ml) (respectivement 748572, et
208 pg/ml).

Un test LAL (lysat d’amoebocyte de limule) nouséaéié
des traces (Eu/ml £,68) de contamination dans le MGN-
3/Biobran par LPS. Afin de rechercher le role de la
contamination par lipopolysaccharide du MGN-3/Babr
comme mécanisme de stimulation, nous avons effataé
tests de cytotoxicité in vitro vis-a-vis des cedsiNB1691.
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Fig. 5 (A) — Cinétique de toutes les cellules,ude NK, cellules T, cellules NKTet B obtenuesr@spde 5 donneurs en bonne santé aprés 14 jours
de culture d’expansion, avec et sans MGN-3/Biolehaoytokines (IL-2 ou IL-2 +IL-15), ou de coculture avec cellules nourrices irradiées
consistant en cellules K562, #562-mb15-41BBL.* Résultat significatif du point de vue statistiq(®) — Activité cytotoxique de cellules

NK expansées avec addition de MGN-3/Biobran auemnitie culture

Ces tests ont montré une activité cytotoxique axcru

était amélioré par l'addition de MGN-3/Biobran aux

des cellules NK stimulées au LPS par rapport auxthérapies d'intervention telles que chimioemboigat

cellules NK dormeuses, tandis que la polymyxine B
a annulé l'effet de la stimulation au lipopolysac-
charide(Fig. 6A). Par contre, I'effet stimulant du MGN-
3/Biobran sur [lactivité des cellules NK contre le
NB1691 n'a pu étre enrayé avec la polymyxineFs) (
6B). Le mécanisme de stimulation des cellules NKsin'e
donc pas di a la contamination du MGN-3/Biobranl@ar
lipopolysaccharide.

Discussion

Les résultats publiés ont démontré que I'utilisatiu
MGN-3/Biobran dans le traitement du cancer pouvait
améliorer les résultats chez certains des patient
oncologiques adulteg30,31]. Les recherches cliniques
réalisées sur des patients adultes souffrant d@ncane
hépatocellulaire ont montré que le taux global devie

artérielle, injection percutanée d'éthanol, ablatipar
radiofréquence et cryoablatiof21]. Les publications
indiquent également que l'addition du MGN-3 stiaitl
'immunité innée chez des patients atteints de niomé
multiple en faisant accroitre I'activité cytotoxmudes
cellules NK, les niveaux des cellules dendritiques
myéloides et les concentrations des cytokiness la@ex
cellules auxiliaires Th-132]. Aucune donnée n'a été
publiée jusqu'a présent concernant [l'utilisation du
MGN-3/Biobran en présence de tumeurs pédiatriques.
Notre étude démontre que la stimulation désles NK
au MGN-3/Biobran améliore de I'activité cytotoxiguevitro
etin vivo vis-a-vis de diverses lignées cellulaires de tusieu

Pédiatriques. Nous avons démontré une activitétaxitpue

accrue des cellules NK
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Fig. 5 (suite ).

des lignées cellulaires de leucémie aigué, de hiastome,

de sarcome d’Ewing, de rhabdomyosarcome embry@natir
de rhabdomyosarcome alvéolaimevitro aprés stimulation au
MGN-3/Biobran. Nous avons observé par ailleurs une
inhibition significative de la croissance de nelmstome ainsi
gu'une amélioration sensible du taux de survie dartadre

du modele murin (NOD/scid/IL-2Rull) avec neuroblastome.
Ces données concordent avec celles publiées prégcesia
portant sur des tumeurs adulgs-25.

Le mécanisme et la dose de MGN-3/Biobran gut fo
augmenter l'activité des cellules tueuses natwgelle
demeurent inconnus. Nous estimons que ce sontsdiver
mécanismes immunitaires qui peuvent étre la cléeffet
bénéfique observé dans le cas des cellules traaées
MGN-3/Biobran. Du fait que de hautes doses de MGN-
3/Biobran avaient pour conséquence une modificadies
macrophages de M0 a M1, avec libération d’IL-6,8IL-
et TNF4, nous avons utilisé une dose réduite de MGN-3/

Biobran en vue d'éliminer I'activation des cellul&K
causée par une inflammation. Sachant que les dgertis
TLR peuvent stimuler les cellules NK humaines, nous
avons supposé que la contamination par LPS du MGN-
3/Biobran pouvait augmenter la cytotoxicité desdutes
NK par signalisation via TLR-4. Dans notre étudeus
avons observé une petite quantité de contamingiam
LPS. Toutefois, la neutralisation du LPS au moyenlad
polymyxine B n'a pas annulé l'effet stimulant du MG
3/Biobran sur 'activité des cellules NK, par cogsént le
mécanisme permettant la stimulation des cellulspisr

le MGN-3/Biobran n'est pas la contamination par LPS
Selon nos données, il semble que le MGN-3/Biobrdive

les cellules NK dormeuses mais ne parvient pastigeac
les cellules en cours d’expansion avec I'lL-15 bigne
I'expansion-méme augmente pendant cette phase
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Ce fait laisse supposer la présence d'un mécaniguie
coincide en partie avec I'lL-15. Une autre thé@@gait un
effet apoptique causé par l'activation des celluK
libérant les cytokines TNE-et IFN+y [30,33] Cette théorie
serait soutenue par les données publiées
indiquant que ladditon de MGN-3/Biobran a
chimiothérapie avait un effet synergique, ce déntdignent
notamment 'augmentation de I'apoptose et I'inhdsitde la
prolifération des cellules du cancer du sgii]. Un autre
mécanisme possible pourrait étre
récepteurs d'activation sur les cellules NK stinegléau
MGN-3/Biobran. Nous avons observé une croissance de
récepteurs CD69 et CD25 associés a I'activatian lessi
cellules NK stimulées au MGN-3/Biobran de donneeins
bonne santé. La croissance du CD69 sur les celN#tesst

en corrélation avec l'augmentation de la cytotdgiciles
cellules NK [35-37] Par ailleurs, la croissance de
I'expression du CD25 sur les cellules NK laissepager un
potentiel de prolifératiofi38]. Et enfin, les rapports publiés
font également étatt d’unimteraction du MGN-3/Biobran
avec d’'autres cellules immunitairg®9,40 .

A l'heure actuelle, on utilise le transfert atiiodes cellules
NK activéesin vitro pour le traitement du cancer. Des études
récentes ont démontré que les cellules NK pouvaitre
expansées en grandes quanti®svivoa I'aide de différentes
méthodes y compris en utilisant les lignées K5625~b1BBL
comme cellules nourricg&8]. Ces cellules NK expansées
faisaient preuve d’une activité anticancéremseitro sur
toute une variété de lignées cellulaires et de eranc
adultes et pédiatrique$41-43]. Lorsque le MGN-
3/Biobran a été ajouté a divers protocoles d'expans

la

récemmen

rétention d’activité cytotoxique ainsi qu'une réantde
la prolifération des cellules T. Ces résultats rpmant
étre importants pour une vaste expansion de celMke
cliniques fortement cytotoxiques, tout spécialendants
un milieu allogénique ou les cellules T devraietie é
Otées afin d'éviter la réaction du greffon conthéte. En
outre, l'utilisation du MGN-3/Biobran combiné avege faible
dose d'IL-2 a augmenté I'activité cytotoxique dedutes NK
dans la méme mesure que combiné avec une foreddbs?.
Ces données sont en concordance avec les régiéatdes
plus récentes44]. Autrement dit, le MGN-3/Biobran et une
faible dose d'lL-2 agissent par synergie ; uneestelbproche
permet d’éviter les toxicités liées au traitemefdrte dose d’ll-
2in vivo,

Les données issues d'études portant sur deenfsat
adultes laissent supposer que [l'utilisation du MGN-
3/Biobran en tant que traitement alternatif ou wdji a
diverses approches immunothérapeutiques peuverg étr
bénéfiques dans le cas de traitement de can@i22,24]
Les résultats que nous avons obtenus étendentoattatation
a la population des patients pédiatriques, ainsilgcroissance
de Tlactivité cytotoxique des cellules NK aprégliidn du
MGN-3/Biobran contre divers types de tumeurs pédiats
in vivo et contre le neuroblastonmevivo en témoigne. Nous
avons observé également que I'addition de MGN-3iBin
augmentait I'expansion/activation des cellules NKjee, en
combinaison avec une faible dose d’IL-2, ceci avaiteffet
bénéfique sur I'activation des cellules NK en vue ld
maitrise immunothérapeutique du neuroblastome. tBau
études sont garanties en milieu clinique pédiag&idon tle
but est d’éclaircir le r6le du MGN-3/Biobran en duimaison
avec les protocoles immunochimiques.
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nous avons constaté une amélioration de I'expansion

amélioration de I'expansion des cellules NK, une



