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Résumé Les cellules dendritiques (CD) et les lymphocytes
Natural Killer (NK) sont des composants centraux de I'immunité
innée qui empéchent la croissance des tumeurs. Les effets
thérapeutiques de certains médicaments anti-myélome sont
partiellement médiés par le ciblage de la réponse immunitaire
innée. En outre, de nouveaux types de composés naturels ont été
mis au point pour moduler efficacement l'activité des
compartiments cellulaires et humoraux de I'immunité. Le MGN-
3 est connu pour étre un activateur des lymphocytes Natural
Killer, inducteur de lI'apoptose et de la production de cytokines et
modulateur de la maturation et de la différenciation des cellules
dendritiques in vitro. Nous avons mené une étude randomisée,
contrdlée par placebo afin d'examiner les effets du MGN-3 sur
les paramétres du systéme immunitaire inné chez 48 patients
atteints de myélome multiple. Nous avons réalisé une analyse
immunophénotypique des échantillons de sang périphérique,
déterminé 1'activité des lymphocytes NK et évalué les profils de
cytokines du plasma avant et pendant 3 mois de traitement. Les
résultats démontrent une nette augmentation de l'activité NK
chez les patients traités au MGN-3 par rapport au groupe
placebo, un niveau accru de DC myéloides dans le sang
périphérique et des concentrations accrues de cytokines liées aux
cellules T helper de type 1. La présente étude suggére que le
MGN-3 pourrait représenter un produit immunologiquement
pertinent pour l'activation de I'immunité innée dans de nombreux
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cas de maladies infectieuses l'efficacité clinique de ce
médicament est démontrée par des examens supplémentaires de
patients atteints de myélome.
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Introduction

Différents types de cellules de la moelle osseuse (MO), dont les
cellules du systtme immunitaire, les cellules souches
mésenchymateuses et les cellules stromales de la MO peuvent
contribuer au développement du myélome multiple (MM). Les
patients atteints de MM souffrent d'une capacité immunitaire
généralement diminuée qui est probablement due a la création
d'un environnement suppressif. Les cellules dendritiques jouent
un role central dans 1'immunité innée et adaptative, car elles
interagissent avec les cellules des deux systémes. Les CD sont
essentielles a l'amorcage des lymphocytes T, mais la charge
tumorale peut nuire a la différenciation des CD, ce qui les rend
dysfonctionnelles [1]. Un manque de stimulation dans
I'environnement tumoral ainsi que des défauts de différenciation
des CD peuvent étre responsables de la faible activité du
systéme immunitaire [2]. Chez les patients atteints de MM au
moment du diagnostic, les taux de CD myéloides (CDM) et de
CD plasmacytoides (CDP) sont réduits par rapport aux donneurs
témoins, mais les taux normaux de CDM tendent a étre rétablis
en cas de rémission [3]. L'interaction entre les CD et les
lymphocytes NK peut déclencher I'activation des lymphocytes
NK. 1l est important de noter que les CD ont également besoin
de stimuli externes pour déclencher les lymphocytes NK [4], car
les CD immatures sont de pictres inducteurs de la sécrétion
d'interféron (IFN)-y par les lymphocytes NK. Une fois activés,
les lymphocytes NK peuvent soit tuer, soit favoriser la
maturation des CD, en fonction du rapport CD/lymphocytes NK
[5].

Les cellules myélomateuses elles-mémes peuvent affecter
I'immunité de 1'héte. Ces cellules préparent les CD a un état de
maturation qui favorise la génération de lymphocytes T
régulateurs plutdt que
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phénotypes effecteurs [6]. Contrairement aux plasmocytes
normaux, les cellules primaires du MM expriment l'antigéne
CD1d et peuvent activer les cellules T tueuses naturelles
invariantes (iNKT) [7]. Chez les patients atteints de MM, il
existe une polarisation marquée vers les cytokines des
lymphocytes T auxiliaires de type 2 (Th2), tandis que les
cytokines des lymphocytes T auxiliaires de type 1 (Th1) restent
supprimées [8]. L'interleukine (IL)-6 et I'lL-10 favorisent la
prolifération des cellules MM [9]. Le marqueur pronostique du
MM, la f2-microglobuline, est un régulateur négatif du systéme
immunitaire, et des concentrations élevées de f2-
microglobuline inhibent la génération de DC fonctionnelles in
vitro [10].

Une proportion significative d'agents chimiothérapeutiques
courants utilisés a des concentrations infra-cytotoxiques
augmentent la capacité de stimulation des CD [11]. Une étude
préclinique a démontré que le nouvel inhibiteur de pan-histone
désacétylase LBH589 a diminué la production de cytokines
pendant l'activation des CD induite par les récepteurs de type
Toll et a altéré de maniere significative le phénotype et la
fonction des CD [12]. Les médicaments peuvent influencer
d'autres types de cellules présentes dans le microenvironnement
tumoral, en plus des CD. La gemcitabine réduit spécifiquement
le nombre de cellules suppressives myéloides présentes dans la
rate des animaux porteurs de grosses tumeurs [13]. Le nouveau
médicament anti-MM, le Iénalidomide, renforce 1'effet
antitumoral des lymphocytes iINKT en partie en augmentant la
production de cytokines Thl et en réduisant la production de
cytokines Th2 [7]. Le lénalidomide et le thalidomide abrogent
I'effet stimulant des cellules stromales et diminuent de maniére
significative le pourcentage de cellules MM clonogéniques de
type souche [14]. Le bortézomib, agent pharmacologique a
petites molécules, est un inhibiteur du protéasome qui a regu
I'approbation de la FDA pour le traitement du MM, qui a ensuite
été étendu a d'autres hémopathies malignes. Les inhibiteurs du
protéasome diminuent la présentation des peptides antigéniques
et réduisent la reconnaissance des cellules tumorales par les
lymphocytes T cytotoxiques, mais augmentent de manicre
inattendue la reconnaissance des cellules tumorales par les
lymphocytes NK [15]. L'interaction entre les récepteurs
activateurs des lymphocytes NK et leurs ligands représente une
partie cruciale de la réponse immunitaire innée contre plusieurs
tumeurs malignes dont le MM. Bien que la potentialisation de
la lyse par les lymphocytes NK induite par les médicaments
s'accompagne d'une augmentation de I'expression des ligands
[16-18], I'effet potentiellement suppressif de I'augmentation des
ligands sur 1'activité cytotoxique dans le MM doit étre pris en
compte [19]. Le dérivé de la curcumine FLLL32 inhibe
sélectivement la phosphorylation de STAT3 et la liaison de
STAT3 al'ADN, réduit la viabilité cellulaire et induit l'apoptose
dans les cellules de myélome multiple et d'autres carcinomes
cancéreux dont la signalisation STAT3 est activée de maniére
constitutive [20]. Récemment, un potentiel synergique
d'induction de I'apoptose par I'arabinoxylane de son de riz et la
curcumine a été observé dans la lignée cellulaire MM humaine
U266 [21].

Des recherches antérieures sur le MGN-3 ont suggéré que ce
composé pourrait avoir des propriétés immunomodulatrices,
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principalement en agissant sur les lymphocytes NK et en
renfor¢ant leur activité [22, 23]. Nous avons montré que la
MGN-3 induit la maturation des CD dérivées de monocytes
humains in vitro [24]. Dans cette étude randomisée controlée par
placebo, nous avons évalué les effets modulateurs potentiels du
MGN-3 sur les paramétres du systéme immunitaire inné chez des
patients atteints de MM.

Matériels et méthodes
Patients

Pour les diagnostics de MM, des aspirats de MO ont été évalués
pour déterminer le pourcentage de plasmocytes de BM par
morphologie et ¢lectrophorése du sérum pour la présence
d'immunoglobulines (Ig) mono-clonales. L'évaluation préalable
au traitement comprenait une numération sanguine complete, des
tests biochimiques pour les fonctions rénales et hépatiques, et
une analyse de la f2-microglobuline et de la protéine C-réactive.
Une étude radiologique du squelette a été réalisée pour évaluer
la présence d'une maladie osseuse. L'étude a été approuvée par
le comité d'éthique de I'hdpital universitaire, conformément a la
déclaration d'Helsinki sur l'utilisation de sujets humains a des
fins de recherche. Les patients ont été diagnostiqués et traités a
I'hopital St. Cyril et Méthode (Bratislava, Slovaquie). Tous les
patients ont donné leur consentement éclairé par écrit. Au total,
48 patients ayant re¢u un diagnostic de MM (dont 27, soit 56 %
présentaient le sous-type IgG) ont été évalués avant et apres le
traitement par MGN-3 dans le cadre de cette étude randomisée,
en double aveugle et contrdlée par placebo (un tiers des patients
recrutés ont regu un placebo), et leurs caractéristiques de base
sont résumées dans le Tableau 1. Les patients traités ont recu en
alternance une chimiothérapie basée sur une association d'agents
alkylants (melphalan, cyclophosphamide), d'anthracyclines
(doxorubicine,  idarubicine) et de  glucocorticoides
(dexaméthasone). Les patients positifs pour I'lg monoclonale,
présentant moins de 20 % de plasmocytes myélomateux dans
I'aspirat de MO et négatifs pour les critéres CRAB n'ont pas regu
de traitement chimiothérapeutique et sont restés en observation.
Les patients ont regu 2 g par jour de granulés de MGN-3 en
poudre ou une quantité équivalente de placebo dissous dans de
I'eau. Le contenu des sachets de placebo et de MGN-3 était non
différenciable en termes de goit et d'apparence. Les patients ont
été suivis pendant une semaine avant le traitement pour obtenir
les valeurs de référence de tous les paramétres analysés, puis
pendant trois mois de traitement. Du sang périphérique (15 ml) a
été prélevé pour analyse dans des tubes contenant de 1'héparine
toutes les 4 semaines.

MGN-3

Le MGN-3 est un complément alimentaire dérivé de
I'hémicellulose du son de riz qui a été traité enzymatiquement
par de multiples enzymes d'hydrolyse provenant des mycéliums
de Lentinus edodes (champignons shiitake). Le composant actif
est un
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Tableau 1 Caractéristiques a la référence des patients du groupe placebo et
du groupe MGN-3

Groupe Groupe
MGN-3 placebo
(N=32) (N=16)

Age, années médiane (plage) 65 (36-82) 63 (50-80)

Rapport de sexe, hommes/femmes 10/22 719

Sous-type de myélome

1gG 17 10

IgA 7 2

IgM 1

Chaines légéres 2 2

Non sécrétoire 3 1

NA 2 1

Stade

Maladie de Durie-Salmon stade I/11/111 3/8/17 2/5/9

Plasmocytome solitaire 2

NA 2

Traitement

Sans CHT, patients en observation 11 6

CHT uniquement avant MGN-3 7 3

CHT pendant MGN-3 14 7

NA non analysé¢, CHT chimiothérapie

arabinoxylane qui contient un xylose dans sa chaine principale et
un polymere d'arabinose dans sa chaine latérale. Le MGN-3 a été
fourni par Daiwa Pharmaceuticals Co. Ltd, Tokyo, Japon.

Test de cytotoxicité basé sur la cytométrie de flux

Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC)
effectrices ont été isolées a partir des échantillons prélevés dans
des tubes traités a I'héparine par centrifugation en gradient de
densité au Pancol (1,077 g/ml, PAN-Biotech, Aidenbach,
Allemagne). Les cellules mononucléaires de l'interface ont été
collectées, lavées deux fois avec du PBS et remises en
suspension dans 10 ml de milieu de culture complet (CM ; RPMI
1640, 10 % de FCS inactivé a la chaleur, 100 Ul/ml de
pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et 2 mM de L-glutamine)
avant d'étre utilisées dans le test de cytotoxicité. Les cellules
Target K-562, une lignée cellulaire érythroleucémique, ont été
maintenues en CM et divisées tous les 3 a 4 jours. Pour les tests,
les cellules ont été lavées une fois avec du PBS et chargées avec
0,1 uM de sonde de calcéine (CAM ; Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) dans un milieu RPMI sans FCS pendant 15 minutes a
37 °C dans 1'obscurité.

Pour déterminer le nombre absolu de cellules viables et
mortes, des volumes ¢égaux (100 pl) de Flow-Count
Fluorospheres (Beckman Coulter, Brea, CA, Etats-Unis) et de
cellules ont été mélangés et analysés avec un cytomeétre de flux
Coulter Epics Altra. La viabilité des cellules cibles et effectrices
a été déterminée par la négativité a l'iodure de propidium (IP)
(4 pl d’TP par échantillon, stock de 1 mg/ml). Seules les
populations présentant une viabilité de [95 % ont fait I'objet
d'une analyse plus poussée.

Les concentrations cellulaires ont été calculées selon la formule
suivante : cellules/pl = (numération viale celiues X CONCeNtration
billes)/(nUMEration bittes).

L'activité cytotoxique des NK dans les PBMC de patients
atteints de MM a été déterminée contre les cellules cibles K-562
en utilisant le test CAM comme décrit précédemment [25].
Briévement, les cellules cibles K-562 marquées au CAM ont été
mélangées avec des PBMC effectrices pour obtenir six dilutions
en série de deux fois les rapports E/T en commencant par 50:1.
Des triplicats des échantillons et des controles ont été
ensemencés dans des microplaques 96 puits a fond en V,
centrifugés a 200x g 3 minutes et incubés dans le CM pendant 3
heures a 5 % de COz2, 37 °C. Ensuite, les échantillons ont été
transférés dans des tubes cytométriques et de I’IP (4 ul d'un
stock de 1 mg/ml par échantillon) a été ajouté pour identifier les
cellules mortes. Les échantillons ont été analysés avec un
cytometre de flux Coulter Epics Altra a quatre couleurs équipé
d'un laser a argon fonctionnant a 488 nm. La sélection a été
effectuée en utilisant la diffusion latérale (SSC ; ordonnée) par
rapport a 1'échelle logarithmique de la fluorescence verte de la
sonde CAM (abscisse) pour séparer les cellules cibles des
cellules effectrices. Pour mesurer la mort des cellules cibles, les
événements positifs a la fluorescence verte ont été classés et la
positivité de I’IP a été analysée. En moyenne, 3.000 cellules
cibles ont été collectées par échantillon. Les données ont été
analysées avec le logiciel FCS Express (De Novo Software, Los
Angeles, CA, Etats-Unis).

Le pourcentage de lyse spécifique (PSL) a été calculé a
chaque rapport E/T comme suit : % de lyse spécifique = (CT-
TE/CT) X 100 (ou CT est le pourcentage de cellules cibles
fluorescentes viables dans les tubes de contrdle et TE est le
pourcentage de cellules cibles fluorescentes viables dans les
tubes expérimentaux (cible + effecteur)). Une unité lytique (UL)
est définie comme le nombre de cellules effectrices nécessaires
pour lyser 20 % d'un nombre standard prédéterminé (TSTD = 2
X 10%) de cellules cibles. Le calcul de LU a été effectué en
ajustant la courbe sur un tracé semi-log; valeurs E/T
transformées logarithmiquement en valeurs E/T versus la lyse
spécifique, conformément a Bryant et al. [26] and Pross et al.
[27]. Les résultats sont exprimés en nombre d’UL dans 107
cellules effectrices.

Analyse immunophénotypique des cellules

Les anticorps monoclonaux anti-humains de souris suivants ont
été utilisés pour analyser les sous-ensembles de cellules mDC,
pDC et NK dans le sang périphérique de patients atteints de MM
: CD11c-FITC, CD16-FITC, CD123-PE, CD56-PE, HLA-DR-
ECD, CD45-ECD, CD3-PC5, CD14-PC5, CD16-PC5 et
CD19-PC5 (Immunotech, Marseille, France). Les sous-
ensembles de CDM et de CDP circulants ont été¢ définis par
I'absence concomitante de marqueurs de lignage (CD3", CD14",
CD16, and CD19), d'expression HLA-DR et d'exclusivité
réciproque entre les deux sous-ensembles I'expression
membranaire du CD11c ou du CD123, respectivement.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage de mDC ou pDC
parmi les cellules HLA-DR*Lin". La sous-population de cellules
NK a été évaluée comme le pourcentage de cellules
CD56Y™CD16* et CD56°9"CD16™ parmi les lymphocytes
périphériques CD3"CD45*,

Pour I'immunophénotypage, une coloration du sang entier et
une méthode de lyse/sans lavage ont été utilisées. En bref, des
aliquotes de sang total (50 pl/puits) ont été colorées avec 2 pl
d'ACm conjugués au fluorochrome appropri¢é dans des
microplaques 96 puits a fond en V a température ambiante
pendant 30 minutes dans l'obscurité. La solution de lyse
OptiLyse B (50 pl) a été ajoutée a chaque puits et incubée
pendant 10 minutes. Les échantillons ont ensuite été transférés
dans des tubes cytométriques et incubés avec de 1’H20
désionisée (500 ul) pendant 10 minutes. Les échantillons ont été
mesurés par cytométrie de flux (1 X 10° événements comptés),
et les données ont été analysées avec le logiciel FCS Express
(De Novo Software, Los Angeles, CA, Etats-Unis).

Dosage immunologique multiplex des cytokines basé sur des
microbilles

Les échantillons de plasma ont été préparés a partir de sang
périphérique hépariné (1 ml) par centrifugation a 5 000
tours/minute pendant 10 minutes. Les surnageants ont été
recueillis et filtrés a travers un filtre stérile.

Des filtres de 0,22 pm ont été€ utilisés et des aliquotes ont été
conservées a l'abri de I'humidité
-80 °C jusqu'a l'analyse. Les taux plasmatiques de cytokines,
notamment I'lL-1/, 1'antagoniste du récepteur de I'IL-1 (IL-1ra),
-2, r'e-4, -5, rie-6, r'ne-7, roe-8, rie-9, I'e-10, I'e-
12(p70), I'lL-13, I'lL-15, I'IL-17, I'IFN-y et le facteur de nécrose
tumorale (TNF)-a, ont été analysés a I'aide du systéme Bio-Plex
Suspension Array (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
Etats-Unis). Le dosage immunologique multiplex des cytokines
a base de microbilles a été réalisé dans des microplaques a 96
puits filtrants conformément aux instructions du fabricant. Les
standards et les échantillons de cytokines (50 pl) ont été dilués
dans un tampon de dilution du plasma et incubés avec les
microsphéres marquées par fluorescence couplées a des
anticorps monoclonaux spécifiques (50 pl) pendant 30 minutes
sur un agitateur de plaques (300 tr/min) dans ['obscurité. Apres
une étape de lavage, les billes ont été incubées avec le cocktail
d'anticorps de détection biotinylés (25 pl/puits) pendant 30
minutes, puis avec la streptavidine-PE (50 pl/puits) pendant 10
minutes. Enfin, 125 pl de tampon de dosage ont été ajoutés a
chaque puits avant de lire la plague sur un systéme Bio-Plex. Les
concentrations de cytokines ont été calculées avec le logiciel
Bio-Plex Manager.

Analyse statistique

La signification statistique a été calculée a l'aide de la suite
logicielle SigmaPlot ver. 11 (Systat Software Inc., Erkrath,
Allemagne). Le test T apparié, le test des rangs signés de
Wilcoxon ou le test de la somme des rangs de Mann-Whitney
ont été utilisés pour I'évaluation des données.
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Résultats

Le MGN-3 augments I’activité cytolytique des NK chez les
patients atteints de MM.

Le pourcentage de base des lymphocytes NK cytolytiques
CD56Y™CD16" et des cellules NK productrices de cytokines
CD56P9"CD16° parmi les lymphocytes — périphériques
CD45*CD3 ne différait pas entre les patients traités par MGN-3
et ceux traités au placebo (24,5 £2,8 % vs 17,5+ 3,5 %, p =
0,128;et1,4+0,2 % vs 2,2+ 1,0 %, p = 0,683, respectivement).
Aucun changement statistiquement significatif n'a été observé
dans les pourcentages des sous-populations CD56%™ et
CD569" des cellules NK au cours du traitement (données non
présentées).

L'activité cytolytique des lymphocytes NK contre les cibles
sensibles du K-562 a été analysée dans les PBMC de patients
atteints de MM recevant du MGN-3 (N = 32) ou un placebo (N
= 16) a l'aide d'un test CAM basé sur la cytométrie de flux. Des
échantillons de sang ont été prélevés une semaine avant le
traitement (référence) et aprés 1, 2 et 3 mois de traitement.
L'activité cytolytique des NK a été€ évaluée en tant que PSL a des
rapports E/T de 50:1, 25:1 et 12,5:1 (Fig. 1a) et en calculant le
nombre d’UL produisant 20 % de cytotoxicité pour 107 cellules
effectrices (Fig. 1b).

Aucune différence statistiquement significative n'a été trouvée
entre les groupes MGN-3 et placebo en ce qui concerne les
niveaux de base de l'activité NK lorsque la PSL a été comparée
a des rapports E/T de 50:1, 25:1, et 12,5:1 (p = 0,297, p = 0,257,
et p = 0,307, respectivement) ou les UL (p = 0 ,814). L'activité
cytolytique des NK a augmenté de fagon significative au-dessus
des niveaux de base 27 +4,1 % a 50:1 ; 17,1 £ 3,1 % a 25:1 ;
9,7 £ 1,9 % a 12,5:1) dans le groupe MGN-3 pour les trois
rapports E/T aprés 1 mois (39,8 5,8 %, p<0.001 4 50:1 ; 25 +
3.6%a25:1,p=0.003; 13.9+2.2%a 12.5:1, p=0.008) et 2
mois de traitement (39.3 £ 5.7 %, p=10.038 2 50:1 ; 25.3 +4.1
%a25:1,p=0.021;14.4+£2.6%a12.5:1,p=0.044; Fig. 1a).
Cette augmentation de Il'activité des lymphocytes NK a
également ét¢ confirmée par la comparaison des unités lytiques ;
une augmentation significative par rapport aux niveaux de base
(30,8 £ 7,4 LU) a été observée apres 1 mois (47,0 + 8,5 LU, p =
0,045) et 2 mois (56,6 = 12,2 LU, p = 0,029 ; Fig. 1b) de
traitement par MGN-3. Aucune modification significative de
l'activité des NK n'a été observée dans le groupe placebo au cours
du traitement (Fig. 1a, b).

Le traitement par MGN-3 augmente les niveaux de DC
my¢éloides circulantes

Les fréquences des DC myéloides CD11¢*CD123 et des DC
plasmacytoides CD11¢c'CD123* ainsi que le rapport mDC/ pDC
ont été examinés chez les patients traités par MGN-3 (N = 20) et
dans le groupe placebo (N = 15) avant le traitement (référence)
et aprés 1, 2 et 3 mois de traitement (Fig. 2). Il n'y avait pas de
différence statistiquement significative du pourcentage de mDC
dans les groupes placebo et MGN-3.
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Fig. 2 Modifications au niveau des sous-ensembles de CD circulantes
apreés traitement par MGN-3. Les niveaux de CD11¢*CD123  mDC et
CD11c¢*CD123 pDC dans le sang périphérique de patients atteints de
MM recevant du MGN-3 (N = 20) et un placebo (N = 15) ont été
analysés par cytométrie de flux avant le traitement (référence) et aprés
1, 2 et 3 mois de traitement *p < 0,05, en utilisant le test de rang signé
de Wilcoxon. a Le pourcentage de cellules mDC et pDC de HLA-
DR*Lin" (moyenne + SEM est montré. b Les valeurs du rapport
mDC/pDC (moyenne = SEM) dans le groupe MGN-3 et le groupe
placebo.

Rapport E:T

Durée [mois]

a la référence (p = 0,103). Le pourcentage de CDM circulantes
parmi les leucocytes périphériques HLA-DR*Lin™ a augmenté
de maniere significative aprés 3 mois de traitement au MGN-3
par rapport aux niveaux de base (25,8 + 3,6 % vs. 17,6 £ 2,6 %,
p = 0,036), alors qu'il n'y a pas eu de modification significative
dans le groupe placebo au fil du temps. Les valeurs de base des
pDC circulantes étaient similaires dans les groupes MGN-3
(16,6 = 2,4 %) et placebo (24,9 £ 5,6 %), sans modification
significative au cours du traitement (Fig. 2a). Le rapport
mDC/pDC (Fig. 2b) a augmenté de maniére significative aprés
3 mois de traitement par MGN-3 (p = 0,030). Dans le groupe
placebo, aucune modification significative du rapport
mDC/pDC n'a été observée au fil du temps.

Caractérisation du profil Th1/Th2 chez les patients atteints de
MM

Les patients atteints de cancer avancé présentent souvent une
immunité a médiation cellulaire déficiente associée a un passage
d'un schéma de cytokines Thl a Th2 dans l'environnement
tumoral local et dans le sang périphérique. Parmi les cytokines
Thl analysées, seul I'lFN-y était significativement augmenté (p
=0,034) chez les patients atteints de MM (N = 45) que chez les
controles sains (N = 30 ; Tableau 2). En revanche, nous avons
observé des différences significatives dans les niveaux de six
des sept cytokines Th2 analysées. Les taux plasmatiques d'TL-4,
IL-5, IL-6 et IL-13 étaient significativement plus élevés chez les
patients atteints de MM que chez les contrdles sains (les
médianes, l'intervalle interquartile (IQR) et les valeurs p sont
présentés dans le Tableau 2). Cependant, les concentrations
d'IL-9 et d'IL-10 étaient significativement plus faibles chez les
patients atteints de MM que chez les contrdles sains (les

médianes, 1'TQR et les valeurs p sont présentées dans le Tableau
2).
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Tableau 2 Comparaison des taux de cytokines Thl et Th2 entre les patients atteints de MM et les donneurs sains

Cytokine Donneurs sains (N = 30) Patients atteints de MM (N = 45) Différence valeur p
Médiane (pg/ml) IQR (pg/ml) Médiane (pg/ml) IQR (pg/ml)

Thl IFN-y 44,8 16,9-74,6 82,4 24,1-137,9 0,034*
IL-15 1,4 0,7-2,0 1,8 0,2-2,8 0,231
IL-2 2,4 0,0-7,6 4,2 0,0-9,3 0,175
IL-12 3,6 2,4-9,2 3,1 0,8-6,3 0,284
IL-15 15 0,0-5,2 0,7 0,0-3,1 0,550
IL-17 0,0 0,0-3,9 1,6 0,0-4,4 0,189
TNF-a 0,0 0,0-0,0 0,0 0,0-0,0 0,571
Th2 IL-1ra 71,6 35,6-114,3 76,4 13,9-220,1 0,837
IL-4 0,6 0,0-0,9 0,9 0,0-2,0 0,040*

IL-5 0,3 0,0-0,5 14 0,0-2,9 0,002**
IL-6 1,9 0,0-7,3 6,4 0,0-13,0 0,027*

1L-9 38,9 21,5-93,5 45 0,0-23,7 < 0,001***

IL-10 3,3 1,7-7,7 1,8 0,9-4,4 0,008**
IL-13 1,2 0,0-2,7 4,5 0,0-23,7 0,012*

La concentration plasmatique (pg/ml) des cytokines Thl et Th2 chez les patients atteints de MM (N = 45) et les donneurs sains (N = 30) a été

évaluée par dosage immunologique multiplex a base de microbilles.

Les résultats sont rapportés en tant que médianes avec plage interquartile (IQR ; 25—75e percentile). Les valeurs p (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p
<0,001)) ont été calculées a l'aide du test de la somme des rangs de Mann-Whitney.

HD IL-4 IL-5 IL-6 IL-9 IL-10 IL-13

IFN-y | 571 | 137.7 | 128 | 03 | 91 | 345
IL-1B 1.5 3.7 0.3 0.0 0.2 0.9
IL-2 121 | 29.2 2.7 0.1 1.9 7.3
IL-12 8.1 19.6 1.8 0.0 1.3 4.9
IL-15 3.6 8.6 0.8 0.0 0.6 2.2
MM
IFN-y | 66.0 | 53.7 | 14.1 6.5 314 6.5
IL-1B 1.2 1.0 0.3 0.1 0.6 0.1
IL-2 41 3.3 0.9 0.4 1.9 0.4
IL-12 2.9 24 0.6 0.3 14 0.3
IL-15 0.9 0.8 0.2 0.1 0.4 0.1
Fig. 3 Rapports des cytokines Th1/Th2 chez les donneurs sains (HD)
et les patients atteints de MM. Les valeurs de 5 cytokines Thl (lignes :
IFN-y, IL-1pB, IL-2, IL-12 et IL-15) et 6 cytokines Th2 (colonnes : IL-

4, 1L-5, IL-6, IL-9, IL-10 et IL-13) (au total 30 rapports Th1/Th2). Les
valeurs des ratios ont été calculées a l'aide de 1'équation suivante :

valeur rangee, colonne = SOMME  ((Crangee/Ceolonne)patt, (Cligne/Colonne)pat2, .-

(Cligne/Ceotonne)partn)/N. Les valeurs supérieures a 1,0 sont représentées en
blanc, les rapports inférieurs a 1 dans des rectangles gris.

Nous avons également analysé les rapports Th1/Th2 de 5
cytokines Thl (IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-12 et IL-15) et de 6
cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et IL-13) chez des
patients atteints de MM et des donneurs sains (Fig. 3). Chez les
individus sains, 20 des 30 rapports Th1/Th2 analysés étaient
supérieurs a 1,0, et seulement 10 étaient inférieurs a 1,0 (score
Th1/Th2 20:10). Chez les patients atteints de MM, 14 rapports
Th1/Th2 étaient supérieurs a 1,0 et 16 rapports Th1/Th2 étaient
supérieurs a 1,0.

@ Springer

étaient inférieurs a 1,0 (score Th1/Th2 14:16), ce qui suggére que
I'immunité Th2 pourrait étre principalement active chez les
patients atteints de MM. Plus précisément, un déplacement vers
le modé¢le Th2 a été observé pour les rapports 1L-12/IL-6, IL-
12/1L-13, IL-2/IL-6, IL-2/ IL-13, IL-15/IL-4, IL-15/IL-5 et IL-
15/1L-13 des patients atteints de MM par rapport aux donneurs
sains.

Effet du traitement par MGN-3 sur les niveaux de cytokines Thl
et Th2

Nous avons également évalué les concentrations plasmatiques
des cytokines Th1 et Th2 chez les patients traités par MGN-3 (N
= 30) ou placebo (N = 15; Fig. 4). Aucune différence
statistiquement significative n'a été observée entre les groupes
lorsque les valeurs de base des cytokines Thl et Th2 ont été
comparées. Apres un mois de traitement par MGN-3, nous avons
observé des niveaux significativement élevés d'IL-18 (p =
0,047), IL-12 (p = 0,011), IL-17 (p = 0,036), et TNF-a (p = 0,01)
par rapport aux niveaux de référence avant traitement (Fig. 4a).
Aprées 3 mois, nous avons observé une augmentation des niveaux
d'IL-12 (p < 0,001), IL-17 (p = 0,032), IFN-y (p = 0,018), et
TNF-a (p = 0,007) dans le groupe MGN-3 (Fig. 4a).

Parmi les cytokines Th2, les niveaux d'IL-5 et d'IL-9 étaient
significativement plus élevés dans le groupe MGN-3 (p = 0,014
and p = 0,031, respectivement). Cependant, les niveaux d'IL-10
étaient significativement réduits dans le groupe placebo apres 1
mois de traitement (p = 0.037), et les niveaux d'IL-4 étaient
élevés a la fois dans le groupe MGN-3 et dans le groupe placebo
par rapport au groupe placebo
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Fig. 4 Changements dans le profil des
cytokines Thl et Th2 apres traitement par
MGN-3. La concentration plasmatique
(pg/ml) de la cytokines Thl et IL-17 et b
cytokines Th2 a été mesurée a l'aide d'un
dosage immunologique multiplex a base
de microbilles chez les patients traités au
MGN-3 (N = 30) ou un placebo (N = 15).
Signification statistique : *p < 0,05 ;

**p < 0,01, ***p < 0,001
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aux niveaux de base (p = 0,034 and p = 0,024, respectivement).
Apreés 3 mois de traitement au MGN-3, les niveaux d'IL-4 (p=0
,003), IL-6 (p=0,031), IL-9 (p = 0,006), IL-10 (p =0,010) et IL-
13 (p = 0,002) ont augmenté de fagon significative par rapport
au placebo, alors que les niveaux d'IL-5 ont augmenté a la fois
dans le groupe MGN-3 et dans le groupe placebo (p = 0,006 et p
= 0,004, respectivement ; Fig. 4b).

Discussion

Des preuves récentes suggérent que les lymphocytes NK jouent
un réle important dans I'immunosurveillance du MM en exercant
une cytotoxicité anti-MM. L'expression différentielle des
récepteurs de surface des lymphocytes NK et de leurs ligands sur
les cellules myélomateuses au cours de la progression de la
maladie refléte I'édition immunitaire et la sélection de clones
myélomateux plus agressifs qui sont résistants a la lyse médiée
par les NK [19, 28, 29]. L'effet de la cytotoxicité anti-MM peut
étre renforcé par de nouvelles thérapies, telles que le transfert
adoptif de lymphocytes NK activées in vitro avec une activité
anti-myélome accrue [30] ou un traitement complet par des
inhibiteurs du protéasome [31] et des médicaments immuno-
modulateurs [32, 33], dont il a ét¢ démontré qu'ils augmentent le
nombre et la fonction des lymphocytes NK.

Nous avons évalué l'activité des lymphocytes NK dans le sang
périphérique de patients atteints de MM pendant le traitement
par MGN-3. Conformément aux données publiées
précédemment [22], nous avons observé une augmentation
statistiquement significative de la cytotoxicité médiée par les NK

MGN-3 P MGN3 P ‘MGMS P

MGN-3 P | MGN-3 P
IL-12 IL-17 IFN-y TNF-a
a0
H
MGN-3 P
IL-5 - - - IL-9

pendant les 2 premiers mois de traitement au MGN-3, alors
qu'aucune différence statistiquement significative de la
cytotoxicité des NK n'a été détectée dans le groupe controlé par
le placebo. Cependant, l'analyse phénotypique réalisée chez les
patients atteints de MM n'a pas révélé de modifications du
pourcentage des sous-ensembles de lymphocytes NK. Cet effet
est similaire aux résultats observés chez l'humain lors de
traitements par d'autres types de produits naturels [34-36].

Dans notre précédente étude in vitro, nous avons démontré
gue le MGN-3 augmentait la maturation des CD dérivées de
monocytes et induisait un changement de phénotype de type
pDC [24]. Les cellules dendritiques sont un élément clé du
systéme immunitaire et jouent un role essentiel dans 'amorcage
des lymphocytes T naifs et dans l'induction de réponses
immunitaires protectrices spécifiques aux tumeurs [37]. Les
patients atteints de MM souffrent d'une altération générale de
I'immunité impliquant des déficiences dans les fréquences et les
fonctions des CD. Les sous-ensembles mDC et pDC des CD ont
été significativement réduits dans le sang périphérique des
patients atteints de MM par rapport aux contrdles sains appariés
selon 1'age [3, 38, 39]. En outre, les CD des patients atteints de
MM présentent des anomalies phénotypiques ainsi qu'une
altération de la sécrétion de cytokines inflammatoires [39-41].
Notre analyse phénotypique du sang périphérique des patients
atteints de MM a révélé une augmentation significative de la
concentration relative des mDC. De méme, une augmentation
du rapport mDC/pDC a été observée aprés le traitement par
MGN-3, mais pas dans le groupe placebo, alors qu'il n'y a pas
eu de modifications significatives des niveaux de pDC
circulants dans les deux groupes. Notre étude étant limitée a
l'analyse du sang périphérique, d'autres études sont nécessaires
pour déterminer si
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la modification phénotypique des pDC observée in vivo et
I'augmentation des mDC dans le sang périphérique sont dus a la
préférence des pDC pour la moelle osseuse [42].

Le dysfonctionnement des CD immunitaires a été lié a des
niveaux élevés de facteurs solubles, y compris de multiples
cytokines, telles que le VEGF, I'lL-6 et I'lL-10, qui interférent
avec la différenciation et la maturation des CD [43, 44]. En tant
que médiateurs de la réponse immunitaire, les cytokines sont
souvent classées en cytokines de type Thl, qui induisent
principalement I'immunité & médiation cellulaire, et en cytokines
de type Th2, qui induisent principalement I'immunité humorale
[45].

Nous avons analysé les concentrations de cytokines liées a
Thl et Th2 dans le plasma de patients atteints de MM par rapport
a des donneurs sains. Les niveaux de cytokines plasmatiques et
les profils Th1/Th2 observés chez les témoins sains étaient
cohérents avec les données publiées [46, 47]. Chez les patients
atteints de MM, nous avons observé une augmentation
statistiquement significative de I'IlFN-c lié a la Thl ainsi qu'une
augmentation des cytokines Th2 IL-4, IL-5, IL-6 et IL-13, tandis
que les niveaux d'IL-9 et d'IL-10 étaient significativement plus
bas chez les patients atteints de MM que chez les controles sains.
Ces résultats indiquent une dérégulation de I'homéostasie
immunitaire et un passage a une dominance systémique des
cytokines Th2, comme cela a déja été décrit chez des patients
atteints de cancers, dont le MM [8].

Outre les cytokines Th1, une concentration accrue d'IL-1(a,)
et dIL-6 est systématiquement associée a4 une
immunosurveillance anti-myélome réussie [48] et a une possible
éradication du cancer. Dans notre étude, nous avons observé une
augmentation des niveaux de plusieurs cytokines Thl
importantes, en particulier IL-1p, IL-12, IFN-y et TNF-a, chez
les patients MM recevant du MGN-3, contrairement au groupe
placebo. En outre, la concentration d'IL-17 a augmenté de
maniére significative lors du traitement par MGN-3. Tres
récemment, un schéma similaire de production in vitro de
cytokines pro-inflammatoires et immunorégulatrices dans les
CD stimulées par le MGN-3 a été observé pour induire la
prolifération des lymphocytes CD4 + la prolifération cellulaire
et la production d'IFNy, IL-10 et IL-17 [49].

Les résultats de 1'étude démontrent une nette augmentation de
l'activité des NK, une augmentation du niveau des mDC dans le
sang périphérique et une augmentation des niveaux de cytokines
liées a Th1 dans le plasma des patients atteints de MM traités par
MGN-3 par rapport au groupe placebo. Pour élucider les
mécanismes sous-jacents, les effets immunomodulateurs du
MGN-3 méritent d'€tre étudiés plus avant, en accordant une
attention particuliére a 1'environnement de la moelle osseuse.
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