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Nationalité : francaise
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Expérience professionnelle

2000- a ce jour

1996- 2000
1994-1996
1992- 1994

1988-1992

1986/87

1986

Diplomes

Chercheur en thérapie cellulaire a I'lInstitut de Radioprotection et de Sureté
Nucléaire (IRSN). Thématique. Thérapie cellulaire des tissus sains par les
cellules souches mésenchymateuses apreés irradiation

Chercheur en thérapie génique a I'IRSN. Thématique. Suivi des populations
hématopoiétiques par transduction virale chez le primate apres irradiation
Chercheur en thérapie génique a a I'IRSN. Thématique : Correction de
I'aplasie médullaire radio-induite par transfert de génes ciblés

Chercheur en radiobiologie a I'IRSN. Thématique. Effet des rayonnements
ionisants sur le microenvironnement médullaire

Doctorant en virologie et immunologie. Thématique au Laboratoire de
Neuropathologie Expérimentale et de Neurovirologie, CEA DSV/DRM 92265
Fontenay aux roses : Permissivité des populations lymphocytaires T au VIH
Scientifique du Contingent. Service national dans le laboratoire de
Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire du Centre de Recherches du Service
de Santé des Armées de Clamart. Thématique : Permissivité des populations
lymphocytaires T au VIH.

Vacataire au College de France. Laboratoire de Francois Gros. Thématique :
Etude protéomique des différentes isoformes de la béta-tubuline.

1992 : Titulaire de la Formation d’expérimentation animale (niveau |) de I’'Ecole nationale
vétérinaire d’Alfort : Autorisation a expérimenter n°92-042.

1987-92 : Thése de Doctorat de I’Université Paris Xll, Tres honorable avec les félicitations du jury.
Directeur de Thése : Dr D. Dormont. Laboratoire de Neuropathologie Expérimentale
et de Neurovirologie, CEA DSV/DRM 92265 Fontenay aux roses. Thématique :
Expression différentielle du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 dans les
clones lymphocytaires T humains CD4" implications dans les phénoménes de latence.
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1987

1987

1986

1984

Diplome d’Etudes Approfondies ‘Physico-chimie appliquée a la biologie médicale et
para-médicale’, Université Paris Xll, Mention Bien. Responsable : Dr D. Dormont.
Laboratoire de Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire du Centre de Recherches du
Service de Santé des Armées de Clamart.

Diplome Universitaire d’Ingénieurat ‘Génie Bio-industriel’ Université Paris XII,
Mention Assez Bien. Responsable : Dr D. Dormont. Structure d’accueil : laboratoire
de Radiobiologie Cellulaire et Moléculaire du Centre de Recherches du Service de
Santé des Armées de Clamart.

Maitrise de Sciences et Techniques, ‘ Génie Biologique et Biochimique’, Université
Paris XlIl, Mention Assez Bien.

DEUG ‘Sciences de la nature et de la vie’, Université Paris XIl, Mention Assez Bien.

Encadrement

Type d’encadrement Nombre Années

Post-doc 3 2000, 2012

Théses

8 1998, 1999, 2005, 2008, 2016

M2

7 1997, 2002, 2003, 2004, 2011, 2013

2016

2016:

2013

2013

Benoit Usunier. Thése de l'université Pierre et Marie Curie, Ecole doctorale
Physiologie et Physiopathologie (ED 394). Financement IRSN. Sujet : Application a la
biothérapie au traitement du tissu sain contre les effets tardifs de la radiothérapie ;
étude préclinique du traitement par les Cellules Souches contre le développement de
la fibrose dans le tissu sain exposé aux irradiations fractionnées abdominaux-
pelviennes chez le rat Sprague-Dawley.

Dhouha Darghougth ANR ASTRID « Génération de Cellules Souches
Hématopoiétiques a partir d’iPS extra-hématopoiétiques chez les patients atteints
d’un syndrome aigué d’lrradiation : une stratégie thérapeutique innovante du
Syndrome Hématopoiétique.» GIPSIS ANR-13-ASTR-0009.

Cécile Enfroy. Diplome Master. Master 2; ‘Biothérapie tissulaire, cellulaire et
génique’ Université d’Evry Val d’Essonne. Sujet : Détermination du profil d’expression
des microARN régulant le microenvironnement tumoral colique en présence de
cellules souches mésenchymateuses.

Nugalya Khumar, Dipléme de M1, ‘Master Biomolécules et thérapies
expérimentales.” Université Paris 13, santé biologie médecine humaine, Bobigny,
Avril-Juillet. Sujet : Etude des effets secondaires des Cellules Souches
Mésenchymateuses.




2012

2012

2012

2011

2010

2008

2008

2008

2007

2007

2006

2005

2004

Sabine Frangois. Post-doc. Financement IRSN. Sujet : Etude des risques potentiels liés
a lutilisation des Cellules souches sésenchymateuses pour le traitement des effets
secondaires de la radiothérapie dans le modéle du cancer colorectal.

Isabelle Cacciapuoti. Dipléome M2. Master ‘Relation Héte/Greffon’ a I'Université de
Paris 11 Sud. Sujet: Etude de la bioréactivité des CSM dans un environnement
précancéreux en phase d'activation des TLR.

Rachel Gergondey. BTS en biotechnologies. Ecole Nationale de Chimie Physique et
Biologie (ENCPB). Sujet : Etude des risques potentiels liés a I'utilisation des cellules
souches mésenchymateuses pour le traitement des effets secondaires de la
radiothérapie dans le modéle du cancer colorectal.

Benoit Usunier. Diplome d’ingénieur de I'Ecole de Biologie Industrielle : spécialité
‘Ingénierie de Développement Produit’ (Cergy). Sujet : Etude de I’effet des Cellules
Souches Mésenchymateuses sur la fibrose radio-induite.

Che Thi Cam. These de I’Université Paris-Diderot Paris VIl Ecole doctorale B2T. Sujet :
Effet des cellules souches mésenchymateuses sur la cancerogénése colique chimio-
induite chez le rat.

Aisha Nacef. Thése : Université de Besancon. Sujet : Réle des molécules solubles et du
contact cellulaire dans I'immunosuppression induite par les CSM et leur sous-
population.

M. Mouisedine. Thése Université de Versailles. Co- Financement IRSN/EDF. Sujet :
Utilisation des cellules souches mésenchymateuses humaines dans les atteintes
tissulaires radio-induites.

Agnés Blossier. DUT de biologie appliquée. Sujet: Optimisation de [’efficacité
thérapeutique des CSM sur les brilures radiologiques sur un modéle de petit animal.
Tours.

Natacha Guyon. Certificat de technicien supérieur spécialisé en biologie moléculaire
et culture cellulaire a I'école de I'association pour la formation en biologie et en
biochimie. Paris. Sujet: Etude in vitro de [I'effet des Cellules Souches
Mésenchymateuses sur les cellules endothéliales irradiées.

Asma Boutarfa. Licence Microbiologie Industrielle et Biotechnologies. Paris. Sujet :
Etude des mécanismes de protection des cellules souches mésenchymateuses sur les
cellules endothéliales apres irradiation.

A Sémont. Post-doc financement Sixt framework programme Further improvement
of radiotherapy of cancer through side effect. Contract no: 503436. Sujet : Etude de la
régénération intestinale par les cellules souches mésenchymateuses humaines (CSM
h) apres irradiation abdominale dans un modele de souris immunotolérantes.

Sabine Francois. Thése Université de Versailles. Co- Financement IRSN/EDF
Sujet : Etude de la plasticité des cellules souches mésenchymateuses humaines (CSM
h) aprés irradiation du tissu receveur dans le cadre d’une approche thérapeutique de
I'atteinte multi-organe radio-induite.

Aisha Nacef. Dipléme d’Etude Approfondies Relation HoOte Greffon En
Transplantation d’Organes et Greffe de Tissus. Université de Dijon. Sujet : Immuno
modulation induites par les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM). Réle de la
dose de CSM, réle du contact cellulaire entre les CSM et les lymphocytes T, réle des
cytokines.



2003

2002

2002

2001

2000

2000

2000

2000

2000

1999

1999

1999.

1999

1998

Moubarack Mouiseddine. Paris Xll, DESS. Modeles cellulaires in vitro. Sujet : Etude
des phénomeénes de plasticité de transdifférenciation dans le traitement des Iésions
tissulaires post irradiation.

Claire Germain. DEA ‘Relation Hote-Greffon en transplantation d’organes et greffe de
tissus’ (Besangon) Sujet: Etude de la capacité plastique des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) humaines aprés irradiation.

Christelle Mazurier. Diplome d’ingénieur en Recherche et Développement de I'Ecole
de Biologie Industrielle. Cergy-pontoise. Sujet : Etude de la biodistribution et de
différentiation des cellules souches mésenchymateuses dans le modéle murin
NOD/SCID irradié.

Frédérique. Cuvelier. Certificat de technicien supérieur spécialisé ESBB, Paris. Sujet :
Apport des cellules souches mésenchymateuses (CSM) génétiquement modifiées dans
la réparation tissulaire aprés irradiation.

Stéphanie. Arenales. Certificat de spécialisation en biologie moléculaire et culture
cellulaire ESBB, Paris. Sujet: Transfert du géne de la GFP pour le marquage des
cellules hématopoiétiques immatures.

Laeticia Baudry. ESTBA, Paris. Certificat de spécialisation. Sujet : Marquage des
progéniteurs hématopoiétiques de macaque par transfert du géne de la Green
Fluorescent Protein (GFP) et suivi aprés réinjection chez I'animal irradié.

Bruno L'Homme. Certificat de spécialisation ESBB, Paris Sujet: Optimisation du
Transfert de gene de la GFP (Green Fluorescent Protein) dans les progéniteurs
hématopoiétiques. Sélection et marquage des cellules souches mésenchymateuses
(CSM).

Sébastien Jacquelin. BTS biochimie Institut Notre Dame, Le Mans 72000. Sujet:
Optimisation de la quantification par PCR des ARN messagers des récepteurs au TNF
et a l'interleukine-13.

Sandrine Bouchet. Rapport DUT de biologie appliquée, IUT de CRETEIL. Sujet : Mise
au point d’une technique de quantification PCR sur I'appareil ABI Prism 7700 (PE
France).

Emmanuelle Tisserand. Certificat d’études spécialisées technologiques en bio
expérimentation industrielle. ESTBA, Paris. Sujet: Optimisation du marquage de
progéniteurs hématopoiétiques du modele animal Macaca fascicularis par transfert
de genes.

Virginie Laquet. DUT de biologie appliquée, IUT CRETEIL. Sujet : Transfert du gene de
la GFP dans les cellules hématopoiétiques.

Sébastien Jacquelin. BTS biochimie ESBB Paris. Sujet : Transfert de géne dans les
cellules hématopoiétiques ou stromales.

Jérome Vétillard. Thése d'Université. Discipline : Génie enzymatique, bioconversion
et microbiologie. Ecole Supérieure des Industries Agricoles et Alimentaires. Sujet :
Expansion ex-vivo des cellules souches et des progéniteurs hématopoiétiques :
application au traitement des aplasies radio-induites, étude de faisabilité.

Basak Sari. BTS biochimie ESTBA. Sujet : Etude sur l'expansion ex vivo : transfert de
genes codants pour des facteurs de croissance hématopoiétiques dans des cellules
murines.
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1997

1998

1998

1997

1997

1996

1996

Christine Granotier. Certificat d'études spécialisées technologiques : microbiologie
industrielle, ESTBA Paris. Sujet : En vue de l'expansion ex vivo : Transfert de géns
codant pour des facteurs de croissance hématopoiétiques dans des cellules humaines
et murines en co-culture stroma/progéniteurs humains.

Nathalie Brouard. These d'Université, spécialité physiologie de la différentiation
Université Denis Diderot, Paris 7. Sujet : Transplantabilité de cellules provenant du
stroma médullaire.

ThyMiAnn Neildez-Nguyen. These d'Université, spécialité sciences pharmaceutiques,
Université René Descartes, Paris V. Sujet: Etudes fonctionnelles de la lignée
granulocytaire lors des expansions ex vivo destinées au traitement de la neutropénie.
Prix de these.

Jérome Vétillard. DEA de biotechnologie ENSIA-Université de Compiegne. Maitre de
stage. Sujet : Expansion ex vivo des cellules souches hématopoiétiques. Optimisation
des cultures. Application au cas des aplasies radio-induites.

Basak Sari. BTS biochimie ESTBA. Sujet : Transfert de géne codant pour des facteurs
de croissance dans des cellules murines.

Carine Perennou. Certificat d'études spécialisées technologiques, option bio
expérimentation industrielle ESTBA. Sujet : Transfert du gene de [linterleukine-3
humaine dans les cellules hématopoiétiques murines immatures par la méthode
d'antifection. Transfert de cellules stromales médullaires murines porteuses du
transgéne de l'interleukine 3 humaine dans les souris NOD-SCID humanisées.

Dominique Dufflaut. BTS biochimie ENCPB Paris. Sujet: Transfert de géne codant
pour des facteurs de croissance humains dans des cellules de stroma médullaire
murin.

Enseignement

2010-17

2014-17

2012

Etablissement : Ecole de Biologie Industrielle. Polytechnique Saint Louis. Pontoise
(http://www.ebi-edu.com). Masters of Business Engineering mention Génomique
Industrielle. Méthodologie de la Génomique structurale et fonctionnelle. Cours de
Biothérapie (9h/an).

Enseignements du Master 2 BTCG de I'UPEC dans le cadre de I'Unité d’Enseignement
Thérapies visant a la Régénération Tissulaire (Créteil) module sur les thérapies visant
la réparation tissulaire (1h30). Cet enseignement s'inscrit dans le cadre du M2 de
Biothérapies tissulaires, cellulaires et géniques organisé conjointement par
I'Université d'Evry, de Paris 13 et I'Université Paris-Est Créteil.

Summer school course — University of Tokyo. Japan. Radiobiology, Radiation
Protection and a Stem Cell Response- Basic Radiobiology, Radiation protection and a
Stem Cell Response Summer School Course. Thursday, July 26.

Membre ou rapporteur d’un jury de these
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2016 Examinateur : These Benoit Usunier. Application a la biothérapie au traitement du tissu sain
contre les effets tardifs de la radiothérapie; étude préclinique du traitement par les Cellules Souches
contre le développement de la fibrose dans le tissu sain exposé aux irradiations fractionnées
abdominaux-pelviennes chez le rat Sprague-Dawley.Université Pierre et Marie Curie, Ecole doctorale
Physiologie et Physiopathologie (ED 394). Financement IRSN.

2009 Rapporteur: Diplome de I'Ecole Pratique des Hautes Etudes. Sébastien Jacquelin. Réle du
complément et des inhibiteurs de tyrosines kinases dans la réaction du greffon contre I’hote apres

greffe de CSH allogéniques chez la souris.

2008 Examinateur: Thése Moubarak Mouisedine. Utilisation des Cellules Souches
Mésenchymateuses humaines dans les atteintes tissulaires radio induites. Université de Versailles.

2008 Examinateur : These Aisha Nasef. Role des molécules solubles et du contact cellulaire dans
I'immunosuppression induite par les CSM et leur sous populations. Université de Besangon.

Financements

Types de Nombre Années Acronyme Responsabilité
financements

PHRC 3 2016 PRISME Responsable scientifique
2007 Investigateur biologique
2004 Co- Investigateur biologique
ANR 1 2014 GIPSIS Coordinateur
Europe 1 2003 FIRST Works package
Etablissement 1 2014 Chercheur associé

Frangais du Sang

Région ile de 2 2005 IdF Responsable de thése
France
2008
EDF 2 1992 Chercheur associé
1995
1998

2016-2019 INCa. 3 ans 540 000 euros Investigateur coordonnateur : Pr Mohamad Mohty (service
d’hématologie de I'hopital Saint Antoine). Responsable scientifique : A. Chapel (IRSN). Protocole
Hospitalier de Recherche Clinique. INCa. Essai thérapeutique de phase Il évaluant I'efficacité de
I'injection de Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSMs) sur la symptomatologie de complications
chroniques sévéres des radiothérapies abdomino-pelviennes, apres échec des thérapeutiques
conventionnelles.
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2014-17 EFS. 400 000 euros 3 ans Coordinateur Luc Douay. Titre du projet : Vecteurs non intégratifs
pour reprogrammer de cellules iPS de grade clinique et validation par différenciation hématopoiétique.
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A. INTRODUCTION

La thérapie cellulaire est en train de révolutionner la médecine. Les progrées tres rapides des
biothérapies associées a une imagerie de plus en plus performante permettent de concevoir de
maniere différente les stratégies thérapeutiques. Les missions auxquelles j’ai été associé au sein de
I'Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire ont contribué a proposer des stratégies
thérapeutiques innovantes, fondées sur I'utilisation de la thérapie cellulaire pour le traitement des
tissus sains lésés lors d’une irradiation. La oU la pharmacologie avait échoué depuis plusieurs
décennies, nous avons pu repousser les limites des traitements dans le domaine des accidents
d’irradiation et dans le domaine des séquelles des radiothérapies. En effet, la régénération tissulaire
en réponse a une lésion est assurée par les cellules souches adultes. Une déplétion excessive de ces
cellules souches réduit les capacités physiologiques de I'organisme a se régénérer, a la suite d’'une
radiothérapie ou d’une irradiation accidentelle. Les travaux de recherche auxquels j’ai participé ont
permis d’apporter des stratégies thérapeutiques pour la prise en charge du syndrome
hématopoiétique (SH), la prise en charge des brilures cutanées, le traitement du syndrome gastro-
intestinal (SGI) ainsi que pour les effets secondaires des radiothérapies.

Les Cellules Souches Hématopoiétiques (CSH) sont parmi les cellules souches les plus
radiosensibles, leur disparition entraine un syndrome hématopoiétique (Chapel et al.,, 1998). Une
irradiation accidentelle étant majoritairement hétérogene, il demeure ainsi des territoires
médullaires préservés de l'irradiation, conservant leur CSH (Thierry et al., 2002). Une premiere
approche de nos travaux de recherche a été d’amplifier les CSH résiduelles par expansion ex-vivo. Les
CSH produites, ainsi, in vitro en quantité suffisante, elles sont réinjectées au patient irradié afin de
corriger le syndrome hématopoiétique (Vetillard et al., 1999, These Vétillard 1999 ; Neildez-Nguyen
et al., 1998 a et b, These 1998 ; Huchet et al., 2003 ; Thierry et al., 1995, 1996 ; Bertho et al., 2002,
2005). Une autre stratégie a été de stimuler les CSH résiduelles en les ciblant in vivo au moyen d’un
anticorps couplé a un géne de facteur de croissance (Durrbach et al., 1999, Chapel et al., 1999, 2004 ;
Hirsch et al., 1993). Les CSH transfectées par I'anticorps couplé au géne, produisent alors les facteurs
de croissance nécessaires a leur prolifération permettant, ainsi, la reprise de I'hématopoiese. La
derniere approche a été d’utiliser des facteurs de croissance afin de mettre en prolifération les
cellules souches résiduelles (Bertho et al., 2005). L’irradiation accidentelle étant souvent hétérogéne,
I'existence d’une hématopoiese résiduelle est en faveur d’un traitement cytokinique (G-CSF).
Cependant, dans les cas les plus sévéres, si le traitement cytokinique ne permet pas la sortie
d’aplasie du patient, une autogreffe de CSH issues de cellules souches pluripotentes induites (iPS) est

I'unique alternative. Cette approche est une stratégie thérapeutique inédite de l'autogreffe de



moelle osseuse. Nous avons généré des CSH saines a partir d'iPS autologues pour le traitement de
I’aplasie médullaire radio-induite (Kobari et al., 2012, Larbi et al., 2012, 2014) dans un premier
temps, puis du syndrome digestif. La premiére originalité de cette étude a été de générer ces CSH a
partir d’'un tissu extra-hématopoiétique sain et préservé de l'irradiation pour restaurer chez ces
patients une hématopoiese fonctionnelle. La seconde originalité est d’avoir démontré pour la
premiere fois, que ces CSH dérivées d’iPs ont un potentiel hématopoiétique de reconstitution multi-
lignages a long terme post-greffe (Harmand et al., soumis). Appliquer les résultats de ce projet a des
lignées couvrant la majorité des schémas de compatibilité d’allogreffe permettra d’avoir, en
permanence, une source illimitée de cellules souches disponibles pour la régénération des organes
|ésés par l'irradiation. En effet, il est ainsi possible d’imaginer la création de lignées permettant de
répondre aux besoins de la transplantation de CSH, notamment en termes de compatibilité HLA.

L'alternative thérapeutique des iPS en thérapie cellulaire repose sur la création de banques d’iPS.

En complément, une autre approche de thérapie cellulaire a été investiguée, a partir d’autres
types de cellules souches. Les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM), ont été décrites dans la
littérature comme des cellules possédant un fort potentiel de régénération tissulaire ainsi que des
capacités de régulation immunologique et inflammatoire (Benderitter et al., 2010, 2014). En effet, les
CSM constituent aujourd’hui un des outils thérapeutiques les plus avancés pour la régénération et la
réparation tissulaire avec plus de 263 essais cliniques en cours.

En 2003, en collaboration avec la société Osiris Therapeutic (Baltimore, USA), nos travaux ont
permis de démontrer que les CSM migrent dans les tissus exposés aux irradiations (Chapel et al.,
2003 ; Bensidhoum et al. ; 2004, Francois et al. ; 2006, Mouiseddine et al. ; 2007). Elles restaurent le
microenvironnement médullaire et améliorent I’hématopoiese (Thése N. Brouard 1998, Brouard et
al., 1998, 2000 ; Garderet et al., 2007). Les CSM assurent la régénération de l'intestin (Sémont et al.,
2006, 2010 ; Chapel et al., 2012) et du foie (Mouiseddine et al., 2009, 2012, thése Mouiseddine
2012). Elles limitent la radionécrose musculo-cutanée (Bensidhoum et al., 2005 ; Francgois et al.,
2007 ; thése Frangois 2005 ; Benderitter et al., 2010, Francois et al., 2017). Les mécanismes d’action
sont dus aux propriétés immuno-régulatrices des CSM (Zhang et al., 2005 ; Nasef et al., 2007, 2008,
2009 ; Thése Nasef 2009) et a leur action sur les cellules souches endogénes de I'intestin (Sémont et
al., 2006, 2010) et du muscle (Vauchez et al., 2009). Elles protégent le foie de l'irradiation par
plusieurs effets : 1) anti-oxydatif, 2) protection vasculaire, 3) trophique (Francois et al., 2013). Elles
n’ont pas d’effets secondaires sur le tissu sain (Frangois et al., 2014), ni sur les tumeurs résiduelles
apres radiothérapie (Che et al., 2010, Francgois et al., soumis).

Ces études ont permis de faire bénéficier des patients irradiés d’'un traitement

compassionnel en ce qui concerne I’'hématopoiése (Fouillard et al., 2004, 2007) et la radionécrose
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musculo-cutanée (Lataillade et al., 2007) ainsi que 4 patients d’Epinal victimes de surdosage de
radiothérapie (Voswinkel et al., 2012, 2013). Plus particulierement, le traitement compassionnel des
patients sur-irradiés a I’hopital d’Epinal a démontré que les CSM peuvent corriger des dommages
tardifs dus a un surdosage de radiothérapie : il a été noté une bonne efficacité antalgique et anti-
inflammatoire ainsi qu’une diminution des hémorragies (Voswinkel et al.,, 2013). Des résultats
bénéfiques ont également été observés dans le cas du traitement des effets tardifs des
radiothérapies des cancers du sein (Caviggioli et al., 2011, 2013 a et b, 2016, 2017 a et b ; Kursova et
al., 2009 ; Rigotti et al., 2007, 2010, 2012).

Le nombre croissant de patients survivant au traitement d’un premier cancer ne cesse
d’augmenter et pose la problématique de leur qualité de vie a moyen et long terme. La radiothérapie
externe entre dans 2/3 des schémas thérapeutiques de traitement anti-cancéreux. Malgré son
efficacité indéniable, la radiothérapie occasionne de nombreux effets secondaires tardifs. La prise en
charge répétée de ces patients par les hopitaux pour des soins palliatifs est un colt élevé pour notre
systéme de santé sans apporter de bénéfice thérapeutique. Il s’agit d’'un enjeu éthique existe
également pour notre société car aucune solution n’est apportée a ces patients en grande détresse
morale et physique. Ainsi, les avancées scientifiques dans la compréhension des mécanismes
biologiques des complications et des séquelles des traitements de radiothérapie, et la nécessité
absolue de proposer des traitements, sont non seulement une question sociétale d’actualité mais
aussi un enjeu médical de premier plan.

Dans un domaine ou les approches pharmacologiques seules sont un échec depuis plusieurs
décennies, la médecine régénérative est des plus prometteuses pour les traitements des séquelles
des irradiations. En effet, les travaux de I'IRSN ont montré que la thérapie cellulaire a permis de
limiter, voire de reverser ces lésions radioinduites. Cependant, il reste des interrogations sur
I'innocuité de ce type de traitement et plus particulierement, concernant la récidive tumorale et le
potentiel des CSM a promouvoir la fibrose. A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur
I'influence de la transplantation de CSM apres stérilisation tumorale par radiothérapie, ou sur le
traitement de la fibrose du c6lon par transplantation de CSM (pour revue sur la fibrose et la thérapie
cellulaire, voir Usunier et al., 2014). La problématique nait de la difficulté a prédire I'effet des CSM
transplantées et du large panel de facteurs de croissance produits par les CSM, dont certains sont
pro-tumoraux ou pro-fibrosant. Il a donc été nécessaire de développer un modele au plus prés des
traitements des patients: des expériences permettant d’évaluer la sureté et I'efficacité de la
transplantation de CSM avant et aprés radiothérapie colorectale chez le rat. Sur un modele de
tumorigénese colorectale suivie de radiothérapie, I'injection de CSM a inhibé la croissance tumorale
en modifiant le profil des lymphocytes T et des macrophages du microenvironnement tumoral

(Francois et al., soumis). Dans un second modele, les CSM ont induit une suppression durable de la
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fibrose colorectale radio-induite. Les protéines HGF et TSG-6 sécrétées par les CSM bloquent
I"acquisition du phénotype pro-fibrosant par les cellules sécrétrices de matrice extracellulaire dans le
cOlon-rectum. Les CSM ont donc amélioré la survie des animaux dans ces deux modeles (Usunier et
al., soumis). Nos résultats supportent la possibilité de I'utilisation des CSM dans le contexte des
complications des radiothérapies abdomino-pelviennes.

Un transfert clinique de la thérapie cellulaire dans le traitement des séquelles tardives des
radiothérapies abdominopelviennes est actuellement en cours. Les patients sont sélectionnés aupres
des radiothérapeutes pour lesquels plus aucun traitement pharmacologique ne permet d’améliorer
les séquelles séveres de la radiothérapie abdominopelvienne. L’absence de traitement alternatif, la
sévérité des dommages aux tissus sains permet de proposer a ces patients une thérapie cellulaire par
les CSM. Les premiéres inclusions d’un Protocole Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC) de phase
2 débuteront en 2017 (Financement INCA, projet PRISME, 2017-2020). Chaque patient recevra
plusieurs injections de CSM par voie intraveineuse. Le CHU Saint Antoine (Pr. M. Mothy) est
promoteur de I’étude, I'IRSN (A. Chapel responsable scientifique) est I'institut associé.

Toutefois, a notre connaissance, il existe une lacune au niveau de la physiologie et du traitement par
CSM des cystites hémorragiques induites par I'irradiation. Nous étudierons donc I'effet des CSM sur
un modele préclinique de cystite radique, ce modele nous permettra d’identifier les modalités de
traitement optimales. Pour les ulcérations les plus graves, des techniques d’ingénierie tissulaire
impliquant des CSM, et développées par I'IRSN sur le traitement de I'anastomose, seront mises en
place a moyen terme. Suite a ces études une seconde demande de PHRC pourra étre élaborée a
moyen terme (2019-2022), en élargissant le champ d’application des séquelles traitées.

L’ensemble de nos travaux a été le fondement d’une nouvelle doctrine qui a
révolutionné le traitement des irradiations la ou la pharmacologie et la chirurgie avaient atteint
leurs limites ; la thérapie cellulaire par les CSM est I'alternative thérapeutique pour le traitement

des irradiés accidentels ainsi que celle des patients soumis a une radiothérapie.
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B.TRAITEMENT DES IRRADIATIONS ACCIDENTELLES A
MOYENNE ET FORTE DOSES

Le risque nucléaire est une préoccupation croissante au niveau mondial. L’actualité
internationale montre que malgré les doctrines de radioprotection et de sureté, I'accident nucléaire
est possible. Soixante-cing réacteurs nucléaires sont en construction dans le monde. Aux centrales
nucléaires il faut ajouter cing grandes puissances nucléaires (Etats-Unis, Russie, Grande-Bretagne,
France et Chine) qui disposent de 245 réacteurs nucléaires militaires sur 182 batiments de guerre
(Source : Centre de documentation et de recherche sur la paix et les conflits). L’accident nucléaire
est devenu une préoccupation majeur des organismes militaires et civils comme [|’Agence
Internationale de I'Energie Atomique (IAEA, http://www.iaea.org/). Par ailleurs, le développement
d’un programme d’armement nucléaire en Corée du Nord et en lIran, ainsi que les tensions
croissantes entre I'Inde et la Chine (pays détenteurs de I'arme nucléaire) inquiétent particulierement
la communauté internationale. Le risque nucléaire demeure important et impose de proposer de
nouvelles stratégies thérapeutiques tant aux militaires en opération qu’aux populations civiles. De
plus, I'évolution du contexte géopolitique fait craindre plus que jamais la survenue d’un acte de
malveillance mettant potentiellement en jeu une menace Nucléaire-Radiologique-Biologique et
Chimique (NRBC). Ce risque vient s’ajouter a celui des accidents radiologiques (Epinal, 2004) et
nucléaires (Fukushima, 2011). Pour toutes ces raisons, le risque nucléaire demeure important et
impose a |'état francais, et donc a I'IRSN, d’étre en capacité de proposer de nouvelles stratégies
thérapeutiques a destination des travailleurs du nucléaire et des populations civiles.

Une explosion nucléaire, un accident sur un réacteur nucléaire, un accident de criticité lors
de la manipulation de matiere fissile, une exposition a une radiosource puissante ainsi que |'acte de
malveillance sont les principales causes d’une exposition a moyenne ou forte dose pouvant induire
un Syndrome Aigu d’Irradiation (SAl). Le nombre de décés par SAl est de 180 de 1945 a 2004 sur 600
accidents radiologiques recensés, Hiroshima et Nagasaki exclus. L’accident sur un réacteur nucléaire,
a Tchernobyl en 1986, a provoqué un SAl chez deux cents ouvriers et pompiers. L’actualité japonaise
montre que, malgré toutes les sécurités des centrales nucléaires, 'accident nucléaire ne peut pas
étre exclu. Actuellement, 442 réacteurs de puissance fonctionnent dans 31 pays. En 2006, dans le
cadre du programme de fission nucléaire, la commission européenne a constitué un consortium
d'experts (France, Allemagne, Grande-Bretagne et les Pays-Bas) afin de parvenir a un consensus sur
la prise en charge médicale des irradiations accidentelles. L'objectif était de synthétiser les
connaissances scientifiques et médicales concernant les lésions radio-induites et d’affiner les

techniques de diagnostic et le pronostic. Des échelles de sévérité ont été établies pour les systémes
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hématopoiétiques, neuro-vasculaires, cutanés et gastro-intestinaux. lls permettent de planifier la
prise en charge thérapeutique des patients. L'ensemble de ces données a permis la mise en place
d’un premier protocole international, nommé classement METREPOL (Medical Treatment Protocols
for radiation accident victims) (Fliedner et al., 2008), de gestion médicale de telles situations. Par
ailleurs, un consensus médical a été obtenu en 2006 sous I'égide de I'European Group for Blood and
Marrow Transplantation (EBMT) et de I'IRSN pour la prise en charge thérapeutique de ces victimes
(consensus des Vaux-de-Cernay) (Gorin et al., 2006 ). Afin de permettre une gestion des accidents
encore plus efficace, il faut se préparer a une situation d’urgence pour améliorer la prise en charge
des accidentés. La qualité des traitements dépend de la connaissance et de I'expérience acquise lors
des accidents antérieurs de surexposition aux rayonnements ionisants. C'est pourquoi, une condition
préalable a toute évaluation scientifique et a toute comparaison d’informations liées aux accidents
d’irradiation est de recueillir des données selon une méthode standardisée (Friesecke et al., 2001).
Dans ce but, la base de données de recherche (SEARCH, systéme d’évaluation et d’archivage des
accidents d’irradiation basé sur les histoires de cas) a été mise en ceuvre comme base de données
(http://www.faw.uniulm.de/radmed/). Elle contient 824 cas cliniques issus de 81 accidents
d’irradiation dans 19 pays (Dorr et al., 2017).

La connaissance acquise, par les différentes équipes de recherche internationales dans le domaine
montre que : 1) les stratégies thérapeutiques existantes pour la prise en charge des patients recevant
des doses supérieures a 5-6 Gy (syndrome gastro-intestinal , syndrome neurovasculaire (SNV))
étaient inefficaces ; 2) les stratégies thérapeutiques pour les victimes irradiées a trés fortes doses et
pour des expositions globales (défaillance multiple des organes) étaient palliatives; 3) les stratégies
thérapeutiques existantes étaient inefficaces pour la prise en charge des patients irradiés localement
a forte dose (atteinte musculo-cutanée et osseuse, doses >25 Gy) ou souffrant de Iésions combinées ;
4) ces traitements spécifiques peuvent poser un probléme de conditions de stockage et de
disponibilité.

Dans le cadre de la santé publique, de la santé du militaire en opération et dans le domaine
nucléaire-radiologique, la prise en charge du SAl n’est pas encore maitrisée. La thérapie cellulaire
présente donc un potentiel intéressant pour le traitement des victimes de malveillances ou des
irradiés accidentels. Ce contexte améne un regain d’intérét de différents pays pour I'organisation de
la réponse en cas d’accident et le développement de nouvelles contre-mesures médicales pour la
prise en charge des victimes: USA: programme du BARDA ; Japon: lancement récent d'un
programme de thérapie cellulaire au National Institute of Radiological Sciences (NIRS) et projet
triangulaire entre I'Université de Fukushima-Nagasaki-Hiroshima; Chine: Création d’un réseau

national d’h6pitaux pour la réponse en cas d’accident radiologique et nucléaire, Hopital de Suzhou.
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1. Le Syndrome Aigu d’Irradiation

Les différents syndromes développés par les victimes d’irradiation accidentelle dépendent des
conditions d’exposition. Les victimes exposées aux rayonnements ionisants sur de larges volumes
corporels, ou en corps entier, peuvent, développer un SAl en fonction de la dose regu,. Il se définit
comme l’association d’un syndrome hématopoiétique d’un syndrome gastro-intestinal et d’'un
syndrome neuro cérébral. Les victimes exposées localement aux rayonnements ionisants peuvent, en
fonction de la dose recue, développer une brllure radiologique. Par ailleurs, la réponse médicale
face a un accident radiologique ou nucléaire est orientée par le nombre de victimes a prendre en
charge, le type et la sévérité des syndromes mis en jeu (Dorr et al.,, 2017). Les travaux de recherche

auxquels j’'ai participé ont permis d’apporter des réponses aux questions suivantes :

1. Comment améliorer la prise en charge du syndrome hématopoiétique (SH) ? Le SH apparait pour
des doses supérieures a 1 Gy. Il se caractérise notamment par une aplasie médullaire dont les
conséquences peuvent menacer la survie de l'individu, affaibli par I'apparition d’infections et

d’hémorragies ;

2. Comment améliorer la prise en charge des brilures cutanées ? La brdlure radiologique se
caractérise par le développement d’une lésion évoluant par vagues imprévisibles dont la gravité va

jusgu’a la nécrose pour une dose supérieure a 25 Gy,

3. Peut-on proposer un traitement pour le syndrome gastro-intestinal ? Le SGI survient pour des
doses supérieures a 6 Gy, et se caractérise par I'apparition de diarrhées, de crampes abdominales,
parfois méme d’hémorragies digestives et de septicémie dues a la rupture de la muqueuse

intestinale et des ulcérations digestives. Il peut entrainer la mort en une a deux semaines.

La prise en charge du SAl n’est pas complétement maitrisée. La thérapie cellulaire présente un

potentiel intéressant pour le traitement de ces victimes (Hérodin et al., 2005).
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2. Comment améliorer la prise en charge du syndrome
hématopoiétique (SH) ?

Le SH est le premier syndrome radio-induit mis en jeu chez 'lhomme dans le cas d’une
exposition externe partielle ou ‘corps entier ‘. Les principales causes du syndrome hématopoiétique
sont la suppression des cellules souches hématopoiétiques et de leurs progéniteurs, ce qui entraine
une hypo-cellularité, une aplasie de la moelle osseuse, I'apoptose des lymphocytes et la disparition
des autres cellules hématopoiétiques. Le SH se traduit par une aplasie médullaire plus ou moins
sévere résultant essentiellement en risques hémorragiques (thrombopénie) et infectieux
(neutropénie). La sévérité de la lymphopénie et de la thrombopénie correspondent en général a la
dose d’irradiation recue et au débit de dose. Le taux de chute du nombre absolu de lymphocytes, a
été utilisé comme marqueur de pronostique de la profondeur de I'aplasie. D’autres marqueurs ont
été investigués comme I'aspartate amiotransferase, la créatinine kinase, I'acide lactique
déshydrogénase, I'urée, la protéine C réactive, des miRNA (miR-574-3p) et le FIt3-ligand (Valent et
al., 2015, Port et al., 2017, Bertho et al., 2000). Le SH peut engager rapidement le pronostic vital du
patient. Comme dit précedement, les expositions accidentelles aux rayonnements ionisants sont
souvent hétérogenes et donc des territoires médullaires sont préservés de I'irradiation. Nous avons
exploité cette hématopoiése résiduelle a des fins thérapeutiques, en récupérant ces cellules afin de
les multiplier in vitro (expansion ex vivo) avant de les réinjecter au patient irradié accidentellement,
lors de sa phase d’aplasie médullaire. Dans un second temps, notre démarche scientifique a été de
stimuler directement in situ les CSH endogénes soit par une approche de thérapie génique ciblée
(antifection) soit par un traitement cytokinique (G-CSF). Dans les cas les plus séveres de nouvelles

approches thérapeutiques sont en cours d’investigation.

Vingt-neuf patients ont déja pu bénéficier de ce traitement par des facteurs de croissance et
19 ont survécu. Cependant, dans les cas les plus séveres, si le traitement cytokinique ne permet pas

la sortie d’aplasie du patient, une autogreffe de CSH est I'unique alternative.

1. L’expansion ex-vivo

Notre premiére approche a été de proposer un protocole de thérapie cellulaire basé sur
I’expansion ex-vivo des CSH. Le principe de la thérapie par expansion ex-vivo de cellules
hématopoiétiques est de prélever une petite quantité de cellules dans un territoire protégé de
I'irradiation, de mettre ces cellules en culture in vitro ces cellules de facon a les amplifier, puis de les

réinjecter au patient au moment ou il en a le plus besoin. Cette stratégie thérapeutique présente
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plusieurs avantages : le premier est que la thérapie se fait dans un contexte autologue, le patient est
son propre donneur, ce qui évite les complications liées au rejet de greffe ou a la réaction du greffon
contre I’h6te. D’autre part, il est possible de marquer génétiquement les cellules avant leur
réinjection, ce qui permet de suivre le devenir de ces cellules réinjectées et de déterminer la part
prise par ces cellules dans I'efficacité du traitement. Un autre avantage est qu’il est possible de
modauler les conditions de culture in vitro des cellules de facon a produire, a la demande, des cellules
hématopoiétiques soit matures soit immatures. En effet, les cellules matures permettront de lutter
contre les conséquences immédiates de I'aplasie (infections et hémorragies), les cellules immatures ,
qguant a elles, permettent de réduire la période d’aplasie en accélérant la reprise hématopoiétique

(Thierry et al., 1995).

La stratégie de l'expansion ex-vivo, peut également étre appliquée a d’autres types
cellulaires et, en particulier, aux CSM, qui sont a 'origine du microenvironnement médullaire, et
peuvent, également, pour les CSM les plus précoces comme les CSM STRO1+, générer d’autres tissus
tels que le muscle, le tendon ou le cartilage (Brouard et al., 2000). L’étude de I'accident de Tokai-
Mura a montré que les victimes d’irradiation en flux mixte gammas/neutrons souffraient d’un
syndrome multi-organes, lié a la destruction de cellules de structure, comme les cellules du
microenvironnement médullaire ou les cellules musculaires (Chiba et al., 2002). La réinjection de
CSM, obtenues aprés amplification in vitro a partir d’un petit prélevement de moelle osseuse,
pourrait permettre non seulement d’assurer le maintien a long terme d’'une hématopoiése normale

par la régénération du microenvironnement médullaire, mais également de traiter efficacement ce

syndrome multi-organes (

Figure 1).
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Figure 1 : Thérapie cellulaire apres irradiation accidentelle par expansion ex-vivo de cellules
hématopoiétiques et des CSM : stratégie de production cellulaire et de remplacement pour chaque
tissu lésé. Les CSH et les CSM sont issues d’un prélévement médullaire. Elles sont amplifiées
séparément in vitro. L’expansion ex-vivo de cellules hématopoiétiques produit des cellules matures
assurant le soutien de I’'hématopoiése et des cellules immatures permettant la reconstitution a long

terme. L'expansion ex-vivo des CSM assure les régénérations tissulaires multiples.

En conclusion, nous avons montré que la réinjection des cellules produites par expansion ex-
vivo, a partir d’'un échantillon de moelle osseuse prélevée avant l'irradiation, permet de traiter
efficacement [I'aplasie médullaire induite par une irradiation. La réinjection des cellules
hématopoiétiques produites par expansion ex-vivo a permis de réduire la durée et la profondeur de
I'aplasie radio-induite pour toutes les lignées sanguines, avec une réduction de la durée de
I"antibiothérapie préventive des infections opportunistes et une réduction du nombre de
transfusions de plaquettes nécessaires (Thése Vétillard 1999, TMA Neildez-Nguyen et al., 1998 ;
These 1998, Brouard N et al., 1998, 2000 ; These 2000, Huchet et al., 2003 ; Thierry et al., 1999, 2000,
2002, 2004 ; Bertho et al., 2002, 2005 ; Bensidhoum et al., 2004).
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2. L antifection

Une autre stratégie a été de stimuler les CSH résiduelles en les ciblant in vivo au moyen d’un
anticorps couplé a un géne de facteur de croissance (Durrbach et al., 1999, Chapel et al., 1999, 2004,
Hirsch et al., 2003). L’anticorps cible I'antigene CD-117 (c-Kit), qui est le récepteur au facteur de
croissance Stem Cell Factor (SCF) présent sur les CSH. Le complexe anticorps plus plasmide est
internalisé dans les CSH, puis le plasmide migre dans le noyau cellulaire. Le transgene porté par le le
plasmide est I'interleukine-3, son expression par les CSH, induit leur proliferation cellulaire grace a un
promoteur fort (cytomégalovirus CMV). Le plasmide possédant une origine de réplication eukaryote,
il peut etre conservé en partie par duplication loors de la division cellulaire. Le transgene est ainsi
conservé partiellement dans la descendance des CSH, afin de prolonger son efet. Les CSH
transfectées produisent donc les facteurs de croissance nécessaires a leur prolifération permettant
ainsi la reprise de I’"hématopoiése. Nous avons démontré I'efficacité et la spécificité du systéme in
vitro sur lignées cellulaires et sur des cultures primaires de CSH et également in vivo chez la souris

(Chapel et al., 1999, 2004).

3. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

Les CSM sont présentes dans divers tissus de I'organisme adulte, dont la moelle osseuse. In
vitro, les CSM peuvent se différencier en de nombreux types cellulaires du mésoderme, de
I'endoderme et de I'ectoderme ; in vivo, les CSM ont la capacité de migrer vers un organe lésé ; les
CSM favorisent la reprise de I’hématopoiése (Bensidhoum et al., 2004 ; Mourcin et al., 2004 ; Drouet
et al., 2005). Il existe cependant peu d’informations sur le devenir et le potentiel thérapeutique lors
de l'injection de ces cellules souches dans un organisme ayant subi une irradiation accidentelle ou

thérapeutique.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence que les cellules injectées migrent jusqu’aux
tissus irradiés. Les premiers travaux ont montrés que les CSM de primates non humains (Chapel et
al., 2003) et humains (Bensidhoum et al., 2004) avaient la capacité de migrer vers les tissus lésés,
avec un taux de CSM implantées plus important dans les zones irradiées a forte dose (Francois et al.,
2006 a ; Mouiseddine et al., 2007). Le prolongement de ce travail a consisté a évaluer le bénéfice
thérapeutique de la greffe de CSM dans un contexte d’atteintes tissulaires radio-induites. Ces
travaux de recherche s’inscrivaient dans le cadre d’un contrat européen intitulé « FURTHER
IMPROVEMENT OF RADIOTHERAPY OF CANCER THROUGH SIDE EFFECT REDUCTION BY INNOVATIVE
APPLICATION OF ADULT STEM CELLS » (6eéme PCRD).
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En conclusion, les CSM sont un outil thérapeutique pour obtenir une régénération tissulaire

en cas d’atteintes multi-organes lors du traitement du SAI (Eaton et al., 2015)

Les résultats obtenus dans ces études précliniques ont permis I’élaboration de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour le traitement des irradiations la ou la pharmacologie et la chirurgie
avaient atteint leurs limites ; la thérapie cellulaire par les CSM est une alternative thérapeutique
pour le traitement des irradiés accidentels ainsi que des patients soumis a une radiothérapie

(revue Francgois et al., 2007a).

Premiers résultats cliniques chez des patients présentant une insuffisance médullaire secondaire a

une prise de greffe incompléte aprés un conditionnement de chimio-radiothérapie.

Les CSM ont été utilisées pour le traitement des atteintes secondaires chroniques des
radiothérapies. Les premiers résultats positifs ont été obtenus chez des patients présentant une
insuffisance médullaire suite a une prise de greffe incompléte survenue apres transplantation de CSH
autologues. Aprés chimiothérapie, I'injection de CSM a amélioré le stroma de la moelle osseuse
(Fouillard et al., 2003) et induit une récupération rapide et a long terme de I’hématopoiese (Fouillard
et al., 2007). Une diminution de la toxicité hématopoiétique et une amélioration de la reconstitution
hématopoiétique ont été mises en évidence (Fouillard et al., 2013). Cette preuve de la greffabilité
des CSM a ouvert la voie a de nombreuses applications pour le traitement d’aplasies sévéeres. Ces
résultats ont permis la mise en place d’un protocole de recherche clinique auquel I'IRSN a participé.
(2004 Protocoles hospitaliers de recherches cliniques PHRC nationaux (demande de financement
pour les investigations biologiques). Responsable des investigations biologiques Essai clinique de
phase I-lIl (recherche de doses) : efficacité et tolérance de I'apport de cellules souches
mésenchymateuses au cours d’'une autogreffe ou une allogreffe de cellules souches

hématopoiétiques.).

4. Facteurs de croissance

Bien que les lignes directrices ont été proposées afin d’aider les cliniciens a I’évaluation, au
tri et a la prise en charge médicale des victimes d’accident d’irradiation aigué, le controle des
données supportant les recommandations actuelles est basé pour partie sur les données précliniques

de I'IRSN. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a réuni un panel d’experts a Geneve, en Suisse,
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du 16 au 18 mars 2009, pour développer une approche harmonisée pour la prise en charge médicale
de la radio-exposition aigué. Les experts ont examiné les données permettant de proposer une prise
en charge clinigue du syndrome hématopoiétique en utilisant le systéme de classement des
recommandations (Grading of Recommendations Assessment Development and Evaluation, GRADES).
Un consensus mondial sur I'administration des facteurs de croissance pour la gestion du SH a ainsi
émergé (Dainiak et al., 2011), basé sur les données obtenues sur les modéles des gros animaux et,
plus récemment, sur la survie de 14 des 15 personnes exposées a des doses inférieures a 5 Gy et
traitées avec du G-CSF et du GM- CSF (Dainak et al. 2015). Ces travaux ont abouti a la proposition
d’un protocole de prise en charge des irradiés accidentels, dont nos travaux sur le primate non
humain, a contribué a la mise en place du traitement en d’utilisant des facteurs de croissance afin de

mettre en prolifération les cellules souches résiduelles (Bertho et al., 2005).

Le traitement de référence passe par l'injection, le plus tét possible apres I'exposition, de
facteurs de croissance et de cytokines afin de stimuler I’'hématopoiése résiduelle (Gourmelon et al.,
2010 ; Graessle et al.; 2015, Dorr et al., 2017 ; De Revel et al., soumis). Ce traitement stimule la
production des CSH et favorise leur mobilisation a partir des territoires sains vers les territoires
irradiés. Ceci n’est possible que dans le cas d’une irradiation hétérogéne avec présence d’'une
hématopoiése résiduelle (Drouet et al., 2010). Il faut noter que le G-CSF ne prévient pas |'apoptose
des CSH et il n’a pas d’efficacité sur les autres pathologies du SAl, il n’intervient pas sur le syndrome
digestif. Des molécules comme la TPO sont en cours d’investigation (Hérodin et al., 2005). Un projet
exploratoire a été mené par Alexandra Sémont au sein de I'Institut sur la niche hématopoiétique afin
de rationnaliser les traitement du SAI.

En conclusion29 patients ont déja pu bénéficier du traitement par des facteurs de croissance dont 19

ont survécu (Gourmelon et al., 2010 ; De Revel et al., soumis).

5. Les cellules souches pluripotentes induites (iPS)

Pour les patients ayant été exposés a des doses comprises entre 1 et 6-8 Gy, si le traitement
cytokinique ne permet pas la sortie d’aplasie du patient, une greffe de cellules souches doit étre
envisageable. Cependant, le bilan des 48 patients ayant recu des greffes de CSH (issu de moelle, sang
périphérique ou placentaire) de 1958 a 1999 suite a des accidents d’irradiation montre que 48% des
receveurs sont morts dans les 50 jours (IAEA, Training in Emergency Preparedness and Response.
Medical management of ARS). L'une des causes principale de déces a été le rejet de greffe. Une

solution alternative serait donc de proposer des greffes autologues.
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Cependant, le domaine de la recherche sur les cellules souches a été modifié de maniere profonde,
et probablement durable, par la description récente de la ‘technologie de reprogrammation de
cellules adultes (iPS)’ : a partir de cellules souches issues de cellules adultes reprogrammées (iPS), il
est théoriquement possible d’obtenir toutes les cellules nécessaires a la réparation des tissus, voir a
la création d’organes complets et fonctionnels (Takahashi et al., 2007). Cette reprogrammation doit
permettre d’obtenir des CSH adultes autologues multipotentes a partir de n‘importe quelle source de

tissu adulte et de traiter ainsi le syndrome hématopoiétique.

Un programme de recherche intitulé « Génération de CSH a partir d’iPS extra-
hématopoiétiques chez les patients atteints d’un syndrome aigu d’Irradiation : une stratégie
thérapeutique innovante du Syndrome hématopoiétique (acronyme GIPSIS)» a été initié en 2014.
Notre objectif a été de proposer une alternative thérapeutique innovante au traitement des
syndromes hématologique et digestif en revisitant la greffe autologue, jusque-la impensable pour les
individus irradiés accidentellement. La premiere originalité était de générer les CSH a partir d’iPS
provenant d’un tissu extra-hématopoiétique sain, et préservé de l'irradiation, pour restaurer chez ces
patients une hématopoiése fonctionnelle. Nous avons ainsi généré des CSH saines a partir d’iPS
autologues pour le traitement de I'aplasie médullaire radio-induite (Kobari et al., 2012, Larbi et al.,
2012, 2014), puis du syndrome digestif. Le développement d’une telle approche autologue,
supprimant les dangers d'un transfert de cellules allogéniques, est un progres important dans la
thérapeutique des aplasies. La seconde originalité a été de démontrer, pour la premiere fois, que ces
CSH dérivées d’iPs ont un potentiel hématopoiétique de reconstitution multilignage a long terme. Les
perspectives de cette étude sont de dépasser le cadre de I'aplasie médullaire secondaire radio-
induite pour appliquer les résultats a d’autres pathologies hématologiques telles que les aplasies du

sujet agé, ou idiopathiques, et les leucémies aigués.

Ce programme, financé par I’ANR (ANR-ASTRID 2014-2017), propose un nouveau traitement
du SH pour des victimes d’une exposition nucléaire ou d’un acte de malveillance (Figure 2). Les
participants de ce projet sont des experts issus de différents instituts de recherche tel que I'IRSN,
I'INSERM, ainsi que du domaine clinique (Assistance publique - HoOpitaux de Paris, AP-HP). Ce
consortium est renforcé par la participation d’un expert du Service d’"Hématologie de I'HIA-Percy du

Service de Santé des Armées (SSA).

L’originalité de ce programme est d’avoir démontré pour la premiere fois que ces CSH
dérivées d’'iPs ont un potentiel hématopoiétique de reconstitution multi lignages a long terme post
greffe (Harmand et al., soumis). Le futur le plus proche des iPs est trés certainement la création de

banques d’iPS choisies pour un phénotype d’intérét. Il est ainsi possible d’imaginer la création de
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lignées permettant de répondre aux besoins de la transplantation de CSH, notamment en termes de
compatibilité HLA. Appliquer les résultats de ce projet a des lignées couvrant la majorité des schémas
de compatibilité d’allogreffe, permettrait d’avoir, en permanence, une source illimitée de cellules

souches disponibles pour la régénération des organes lésés par l'irradiation.
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Figure 2 : Principe de [l'utilisation des iPS comme alternative thérapeutique au syndrome
hématopoiétique. La perte de CSH peut aboutir a la mort de I'irradié. La reprogrammation de cellules
de la peau permet de fournir les cellules souches et de constituer des banques. A partir de ces

banques nous serions capables, a I’avenir, de reconstituer tous les tissus.

Un tel projet est une premiere mondiale de démonstration de la régénération d’un tissu dans son
intégralité et sa fonctionnalité a partir d’iPS humaines. Ces résultats sont précurseurs a une nouvelle

approche thérapeutique de I'ingénierie tissulaire.

Ce travail améne une premiére preuve de concept pour une nouvelle approche de greffe de
cellules souches apres irradiation. Il ouvre potentiellement la voie a la création des banques
universelles de cellules souches «médicament», ce qui augmenterait radicalement les capacités de

prise en charge et de traitement des irradiés a forte dose.
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Une banque composée de lignes d’iPS représentant les 20 haplotypes les plus fréquents des
caucasiens permettrait d’assurer la greffe de 50% de la population caucasienne. Vingt haplotypes
les plus fréquents des afro-américains permettraient d’assurer la greffe de 22% des afroaméricains.
Une banque comprenant les 100 lignées iPS avec le HLA le plus fréquent dans chaque population
(afro+caucasien+asiatique+hispanique) couvrirait les besoins de 22 % des caucasiens, 37 % des
asiatiques, 48 % des hispaniques et 55 % des afro-américains. En conclusion, la constitution d’'une
haplo-banque de lignes d’iPS semble réalisable grace a une collaboration mondiale concertée a

grande échelle (Gouraud et al., 2012).

3. Comment améliorer la prise en charge des brilures cutanées ?

Les irradiations externes et localisées (54% des accidents d’irradiation) se caractérisent par
I"apparition de brdalures radiologiques dont I’évolution clinique est tres différente de celles des
brilures thermiques. A la différence des lésions induites par la chaleur apparaissant dés I'évenement
initial, les bralures radiologiques poursuivent leur évolution pendant des mois en vagues successives
inflammatoires hyperalgiques. La phase tardive aboutie a une nécrose ischémique de la masse
musculaire et a une ulcération profonde. La brulure entraine des lésions dont I'importance est
imprévisible, les tissus cutanés et musculaires irradiés subissent alors une nécrose irréversible. Le
traitement de ces brilures radiobiologiques consiste en une exérése des tissus nécrosés suivie d'une
greffe de peau. Les approches thérapeutiques classiques échouent le plus souvent, en particulier

dans les cas les plus séveres ou un processus morbide auto-entretenu apparait.

Les premiers résultats pré-cliniques obtenus par I'IRSN ont permis d’initier une approche
thérapeutique innovante. En effet, nous avions démontré, chez la souris immuno-tolérante, que
I'injection précoce de CSM issues de la moelle osseuse humaine (CSMh) limite les atteintes cutanées
induites par une irradiation a forte dose et est associée a une cicatrisation plus rapide de ces Iésions
(Bensidhoum et al. ; 2005, Francois et al.; 2006b). L'injection de CSMh permet donc de limiter la
fonte musculaire et accélere la récupération fonctionnelle du membre irradié (Francois et al., 2006b,
2007a). La détection de ces cellules humaines dans les zones cutanées en cours de cicatrisation
montre que les CSMh sont capables de coloniser la peau altérée par les rayonnements ionisants et

favorisent la réparation tissulaire, en limitant les complications tissulaires radio-induites (Figure 3).

En conclusion, ous avons pu observer que chez les souris greffées avec des CSMh, le niveau

d’atteintes cutanées radio-induites est significativement moins important. Les scores cliniques
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utilisés pour I'étude de I’évolution des lésions cutanées sont significativement améliorés. Une

cicatrisation plus rapide est mesurée en présence de CSMh.
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Figure 3: L'implantation de CSM humaines dans la peau de souris a été mise en évidence en
immunohistologie par un anticorps anti-beta 2 microglobuline humaine (coloration brune). A:
controle négatif. B : Cellule souche mésenchymateuse humaine (fleche blanche) implantée dans
I’épiderme de souris. Grossissement initial x50. C: pourcentage de CSM implantées dans la peau au

cours du temps.

Nous avons également démontré que l'injection locale de CSM au niveau d’une lésion
établie (desquamation humide) permettait d’inverser le processus (Figure 4). Aprés traitement, la
desquamation humide est 3,5 fois moins importante (p<0.001), I'inflammation est réduite de 20%

(p<0.001), et un gain de mobilité de 70% est mesuré (p=0,01). Les CSM sont retrouvés dans le muscle
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7 jours apres l'injection. Les CSM agissent a la fois sur les fibroblastes du derme et la migration des
kératinocytes (Walter et al., 2010). Les CSM induisent I'accumulation des lymphocytes dans le derme
et favorisent la vascularisation dans la zone en régénération (Agay et al., 2010). Des résultats
similaires sont observés avec la fraction vasculaire stromale (Forcheron et al., 2012, Domergue et al.,

2016)).
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Figure 4 : L'injection locale de CSM diminue la desquamation humide. A : Injection intramusculaire
de CSM sur une patte postérieure de souris en desquamation humide. B: Mesure de la
desquamation humide au cours du temps apres irradiation. Avant injection de CSM il n’y a pas de
différence significative entre les deux groupes. Apres injection de CSM (fleche noire) la desquamation
humide diminue rapidement. C: L'implantation de CSM a été mise en évidence sur coupe
histologique du muscle 7 jours aprés I'injection. Les fleches noires indiquent un foyer cellulaire et
une infiltration de CSM, parmi les fibres musculaires (indiquée par la fleche blanche). Grossissement

x200.
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Dans le but de potentialiser le bénéfice thérapeutique des CSM, nous avons étudié I'effet de
la co-injection des CSM avec le facteur pro-angiogénique BMP-2 (bone morphogenetic protein-2) sur
la cicatrisation du tissu irradié chez le rat, en collaboration avec la faculté de médecine de Tours (Dr V
Eder, LAB.P.ART.-EA3852). Nous avons montré que la co-injection de BMP-2 et de CSM accélére la
cicatrisation, en favorisant la réparation de I'’endothélium et le renouvellement des structures
tissulaires, aboutissant ainsi a la régénération de I'épiderme, des follicules pileux et des glandes
sébacées, tout en augmentant la densité des fibres de collagéne et des vaisseaux sanguins (Figure 5).
La co-localisation des CSM avec les cellules CD31+ (marqueur des cellules endothéliales) suggére le
recrutement des cellules endothéliales au site d’injection. Dans ce modele, I'effet du BMP-2 était
associé a une activation de la voie de signalisation du HIF-1a. Ces résultats suggerent que de
nouvelles stratégies thérapeutiques de potentialisation pharmacologique combinant des cytokines
aux CSM pourraient étre proposées aux cliniciens pour le traitement des brilures radiologiques

(Frangois S. et al., 2017).

Fenétre d’irradiation 4 Points d’injections

e

D | Contrdie imadié | Irradié +CSM CSM+ BMP-2

Figure 5 : Illustration de la co-injection locale de BMP-2 et de CSM. et de leurs effets sur la réparation
cutanée apreés irradiation locale de la patte de rat. A gauche, zone de la patte irradiée et points
d’injections (croix bleues). A droite, coupes histologiques de la peau irradiée, avec traitement CSM,

avec traitement CSM plus BMP-2.
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L’ensemble de ces résultats expérimentaux a permis de proposer un protocole
thérapeutique par injection de CSM dans le traitement de victimes ayant subi des briilures
cutanées radiologiques accidentelles. Ce travail a permis de consolider le dossier de demande a

I’AFSSAPS.

1. Utilisation des CSM en clinique : traitements compassionnels

En 2006 a I'HIA Percy, une premiere victime d’irradiation accidentelle (accident du Chili-2006)
a pu bénéficier, a titre compassionnel, d’'une thérapie cellulaire consistant en I'administration de
CSM médullaires autologues produites ex-vivo (Lataillade et al., 2007 ). Ce patient présentait des
|ésions radio-induites au niveau de la main et de la région glutéale gauche. Le transfert du patient et
sa prise en charge ont été réalisés sur la base des données précliniques générées par I'IRSN, en lien
avec I'HIA de Percy, en tant que référents dans le domaine de la prise en charge des patients irradiés.
Le patient a été traité dans les 100 jours suivant l'irradiation par I'association d’actes chirurgicaux
(parage, autogreffe) et d’injections locales de CSM. La chirurgie a été guidée par la reconstruction
dosimétrique réalisée par I'IRSN, conduisant a I'exérése de tous les tissus ayant recu une dose
supérieure a 20 Gy. Des injections de CSM autologues issues de la moelle osseuse ont été réalisées
par voie sous-cutanée et intramusculaire au niveau des lésions et dans les zones péri-lésionnelles.
Une diminution significative des douleurs a été observée dans les 48 heures suivant I'injection des
CSM. De plus, trés rapidement, I'évolution clinique est devenue favorable et la prise de greffe s’est
avérée d’excellente qualité. Onze mois de suivi post-transplantation ont permis d’observer une
évolution positive de la lésion, sans résurgence de la brllure. De plus, aucune altération de la
fonctionnalité de la zone Iésée n’a été notée (Lataillade et al., 2007). Depuis, une dizaine de patients
victimes d’irradiation accidentelle a forte dose, d’origine industrielle, et ayant développé des
brllures radio-induites extrémement séveres, a été traité par des injections locales et répétées de
CSM autologues. Ce traitement a été réalisé en association avec une excision chirurgicale des zones
nécrosées, guidée par dosimétrie, suivie d’'une autogreffe de peau ou d’un lambeau musculo-cutané.
Les résultats obtenus ont été spectaculaires et ont permis aux patients traités de recouvrer |'usage
de leurs membres, ce qui aurait été impossible avec une prise en charge conventionnelle (Bey et al.,
2010). Le suivi de ces patients, jusqu’a 9 ans aprés traitement, a montré une cicatrisation de bonne
qualité sans résurgence de la Iésion initiale ou d’effets secondaires. Une diminution de la douleur
soutenue dans le temps, de 80 a 40% sur I’échelle de douleur numérique (VAS), a été observée. Ces
résultats montrent que la thérapie utilisant les cellules souches est de haute importance en clinique

(Lataillade et al., 2007 ; Tamarat et al., 2012).
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La prise en charge médicale du patient chilien constitue le fondement d'une doctrine
clinique pour la prise en charge médicale des bralures radiologiques graves, faisant référence

aupres de I’Agence Internationale de ’Energie atomique (AIEA).

Afin de démontrer I'efficacité des CSM dans la cicatrisation, un programme de recherche
cofinancé par la Direction Générale de I'Armement (DGA) (2009-2011) a été réalisé. L'objectif était de
mieux comprendre I'effet bénéfique des CSM (issus du tissu adipeux ou de la moelle osseuse) pour le
traitement des |ésions radiologiques musculo-cutanées sur deux modeles précliniques : rongeur et
mini-pig. La démonstration de I'efficacité thérapeutique sur deux modeles différents est un prérequis
nécessaire pour le transfert clinique. Le modele préclinique mini-pig permettait de combiner
I'injection de CSM de la moelle osseuse avec I'acte chirurgical de résection de la partie musculo-
cutanée fibro-nécrotique, suivi de son recouvrement par un lambeau cutané vascularisé prélevé en
région inguinale non irradiée (collaboration HIA Percy). Le bénéfice thérapeutique de l'injection
répétée de CSM sur la cicatrisation des tissus et la qualité de la revascularisation des tissus

musculaires sous-jacents ont pu étre démontré. (Linard et al., en préparation).

4. Peut-on proposer un traitement pour les complications gastro-
intestinales ?

Le traitement du SGI (doses> 6 Gy) constitue encore un ‘mur thérapeutique’. Un traitement
asymptomatique par prise d’analgésiques, d’antiémétiques, d’antiulcéreux, d’anti-diarrhéiques,
d’antibiotiques et d’antipyrétiques est recommandé. Enfin la supplémentation en eau - électrolytes —
nutriments pour compenser la perte hydrique massive et |'utilisation de vasopressine pour traiter les
hémorragies digestives complétent la panoplie thérapeutique. Les patients développant un SGI ne

survivent malheureusement pas au-dela de deux semaines.

L'irradiation induit des atteintes structurales et fonctionnelles de I'intestin. Les conséquences
cliniques sont des vomissements, puis des diarrhées aigués, des saignements et des infections.
L'agression sévere du tractus gastro-intestinal se caractérise par la perte d'intégrité de la barriere
intestinale. D’un point de vue physiopathologique, le syndrome gastro-intestinal est associé a une
rupture de la barriére intestinale suite a un dommage sévere des cellules la constituant (dont les
cellules souches intestinales) favorisant ainsi la pénétration, au sein du tissu, d’agents pathogénes
activant une forte réaction inflammatoire. Les patients développent une septicémie sévere et

souffrent d’une perte de fluide et d’électrolytes massive.
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Nous avons démontré la capacité des CSM a migrer spécifiquement vers l'intestin apres
irradiation (Chapel et al., 2003), résultat confirmé ensuite par d’autres études (Francois et al., 2006,
Mouiseddine et al., 2007 ; Zhang et al., 2008). Les CSM peuvent se localiser dans la mugueuse
entérique dans laquelle elles inhibent I'ulcération tout en favorisant la régénération (Semont et al.,

2006 ; Kudo et al., 2010 ; Semont et al., 2010).

En 2010, une étude chez la souris humanisée a permis de montrer que la transplantation de
CSM améliore I'homéostasie cellulaire de l'intestin, notamment au niveau de la muqueuse, en
augmentant la prolifération cellulaire et en inhibant I'apoptose (Semont et al., 2010 ; Francois et al.,
2012). Cet effet passe en particulier par la stimulation de la prolifération des cellules épithéliales,
potentialisée par la sécrétion autocrine de WNT4 (Wingless Type 4) par les cellules épithéliales
(Sémont et al., 2013). La transplantation de cellules stromales dérivées de la moelle osseuse
augmente la concentration sanguine de facteurs de croissance intestinaux et induit la régénération
des villosités, accélérant ainsi la récupération fonctionnelle de l'intestin (Saha et al., 2011). Une
étude in vitro sur des organoides issus de I'épithélium intestinal de souris indique que les CSM
exercent un effet anti-apoptotique et de stimulation de la prolifération sur les cellules des cryptes
(Chang et al., 2016). De plus, les CSM améliorent la régénération musculaire au niveau intestinal
(Semont et al.,, 2010) et augmentent notament la fonction contractile des sphincters de I'anus
(Lorenzi et al., 2008). Gao et al. ont montré que l'injection répétée de milieu conditionné par les CSM
augmente la survie et diminue la fréquence des diarrhées sur un modéle murin d’irradiation
intestinale (Gao et al., 2012). Ce résultat suggére une action paracrine des CSM, ne nécessitant pas
de contacts intercellulaires. Dans un modéle d’irradiation colorectale chez le rat, la transplantation
de CSM induit la production de glucocorticoides qui participent a la diminution de la migration des
cellules T, ayant pour résultat de diminuer I'inflammation et de favoriser la régénération de
I’épithélium (Bessout et al., 2014). Cet effet immunosuppresseur a également été identifié apres
irradiation abdominale chez le rat, ol une diminution de l'infiltration des polymorphonucléaires a été

observée (Chang et al., 2013).

Chez le cochon, les CSM améliorent la rectite radique par un effet pro-angiogénique associé
au remodelage de la Matrice Extra Cellulaire (MEC). La régression de la fibrose, ainsi que la
diminution de l'inflammation, ont également été observées dans ce modele (Linard et al., 2013).
Enfin, les CSM induisent une réversion de I’hypersensibilité viscérale dans un modele d’irradiation
colorectale chez le rat. Cet effet a été attribué a la diminution des interactions entre mastocytes et

fibres nerveuses (Tableau 1, Durand et al., 2015).
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Tableau 1: effet des CSM sur les modeles précliniques de complications intestinales des

radiothérapies abdomino-pelviennes

Effet Référence

Migration dans la muqueuse entérique Chapel et al., 2003 ; Frangois et al., 2006 ; Mouiseddine et al.,
2007 ; Zhang et al., 2008 ; Sémont et al., 2010

Amélioration de I’architecture intestinale Sémont et al., 2006 ; Sémont et al., 2010 ; Kudo et al., 2010 ; Saha
etal., 2011
Augmentation de la prolifération/diminution de 'apoptose Sémont et al., 2010 ; Frangois et al., 2012, Chang et al., 2016

Effet pro-angiogénique Linard et al., 2013 ; Chang et al., 2013

Effet immunosuppresseur Bessout et al., 2014 ; Chang et al., 2013

Augmentation de la survie Gaoetal., 2012

Diminution des diarrhées Gaoetal., 2012

Réversion de I’hypersensibilité viscérale Durand et al., 2015

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (ou MICI) regroupent la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Toutes deux se caractérisent par une inflammation de la paroi
d’une partie du tube digestif. Dans la maladie de Crohn, I'inflammation peut étre localisée a tous les
niveaux du systéme digestif, de la bouche a I'anus, méme si on la retrouve le plus souvent au niveau
de l'intestin. Dans la rectocolite hémorragique, elle est localisée au niveau du rectum et du colon.
Andreyev et al. ont proposé, en 2011, d’établir un nouveau formalisme pour les atteintes
secondaires des radiothérapies abdomino-pelviennes liées a des altérations fonctionnelles multi-
organes. L'ensemble des troubles liés a I'utilisation thérapeutique des rayonnements ionisants au
niveau abdomino-pelvien est a présent désigné par le terme « Pelvic Radiation Disease » (PRD). Les
syndromes observés dans les MICI et la PRD sont tres proches. Les CSM ont également été utilisées
sur des modeles précliniques et clinique pour traiter avec succes les MICI. Ainsi, la transplantation de
CSM a un effet bénéfique sur des modéles expérimentaux de colite. Cet effet se traduit par une
diminution de la perte de poids et des saignements rectaux, ainsi que par une amélioration de la
consistance des féces. L'effet des CSM sur ces modeles repose en partie sur leurs propriétés
immunomodulatrices, en particulier par la diminution de [I’expression de cytokines pro-

inflammatoires, telles que le TNF-a et I'lL-1B (Castelo-Branco et al., 2012 ; He et al., 2012). Plus
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généralement, l'injection de CSM permet de limiter l'infiltrat inflammatoire dans ces modeles

(Duijvestein et al., 2011 ; He et al., 2012).

La régénération de la muqueuse colique a également été observée au cours de ces études,
associée a la réduction du nombre d’événements apoptotiques (Castelo-Branco et al., 2012). Enfin, la
transplantation de CSM a induit une diminution du dépo6t de collagene au sein du tissu (Castelo-

Branco et al., 2012).

1. Larégénération de l'intestin par les CSM peut-elle prévenir les effets néfastes, induits par

Iirradiation, sur d’autres tissus du tube digestif tel que le foie ?

Nous avons montré que l'irradiation induit une altération de l'intégrité hépatique, avec une
élévation du taux des transaminases associée a une augmentation du nombre de cellules lysées
autour des vaisseaux et des canaux biliaires (Scanff et al., 2004 ; Souidi et al., 2007). L'injection de
CSM permet le retour a la normale. Selon que le foie est atteint, ou non, par l'irradiation, les CSM
rétablissent I'intégrité hépatique par des mécanismes qui different. Si le foie est irradié dans sa
totalité, les CSM colonisent les zones périvasculaires du foie, protégeant ainsi la vascularisation et
évitant la cytolyse des hépatocytes (Figure 6) : elles permettent la restauration du taux plasmatique
des transaminases et la diminution de I'apoptose des hépatocytes et des cellules endothéliales

(Francgois et al., 2013).
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Figure 6 : Effet de I'implantation de CSM dans le foie. Les CSM migrent dans le foie pour la correction
des dysfonctions hépatiques aprés irradiation par une action simultanée de protection vasculaire, de
différentiation et par la correction de facteurs trophiques et anti-inflammatoires (de Francois et al.

2013).
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Au contraire, lors d’une irradiation abdominale, les CSM ne s’implantent pas dans le foie : la
restauration de lintégrité hépatique par les CSM résulte d’un effet indirect. On observe une
augmentation du taux d’un acide biliaire hydrophobe dans le foie, I'acide desoxycholique (ADC)
connu comme cytotoxique. Or, ’ADC provient de l'intestin et fait partie du cycle entéro-hépatique.
La lésion de l'intestin, consécutive a l'irradiation abdominale, entraine un dysfonctionnement du
transport des acides biliaires. L'injection de CSM, en induisant la régénération de I'épithélium
intestinal permet de ramener le taux d’ADC hépatique a son niveau physiologique et de limiter
I"'apoptose des hépatocytes, protégeant ainsi I'intégrité hépatique de la toxicité des acides biliaires

hydrophobes (Mouiseddine et al., 2008).

En conclusion, cette étude montre que [I'effet thérapeutique des CSM passe
majoritairement par une action paracrine. Nos études apportent de nouveaux éléments concernant
les mécanismes d’action des CSM. Nous avons mis en évidence que les CSM ont une action
réparatrice indirecte sur le foie, directement liée au rétablissement de I’"homéostasie intestinale
(Mouiseddine et al., 2012). Ainsi, en prévenant les dommages radio-induits de I'intestin, les CSM
réduisent le relargage d’acide biliaire et donc la toxicité hépatique caractérisée par une réduction des

cellules apoptotiques dans le foie.
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Figure 7: Effet indirect des CSM sur les atteintes du foie aprés irradiation. Apres irradiation les
dommages de I'épithélium intestinal (réduction de la taille des villosités, fleche rouge) induisent une
perturbation du cycle entéro-hépatique et un relargage d’acide déoxycholique (DCA). La
conséquence, dans le foie, est une augmentation du processus apoptotique (cellules en apoptose

indiquées par une fleche verte).

L'injection de CSM, 24h aprés l'irradiation d’'un modéle murinprotege I'épithélium intestinal et réduit
le nombre de cellules apoptotiques dans le foie. La réparation des dommages du foie peut étre
considérée comme indirecte, car, dans cette étude, I'implantation des CSM n’est observée que dans

I'intestin-méme (

Figure 7).

En conclusion, le traitement des atteintes digestives par les CSM est un domaine ou les
applications cliniques se développent comme le montrent les traitements par les CSM des atteintes
digestives de la GVHD (Graft versus host disease) ou des MICI
(clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00420134) :

- En effet, les CSM limitent I'inflammation, le saignement, la fibrose et la nécrose des tissus
sains exposés a une irradiation, 13, ou, dans le passé, toutes les autres stratégies thérapeutiques ont

échoué (Usunier et al. 2014). Ces progres dans la thérapie cellulaire ont ouvert de nouvelles options
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de traitement pour les radiodermites (accidents de rayonnement) et les séquelles de radiothérapie

pour les cancers du sein, prostate, vessie et utérus (Benderitter et al., 2014).

- Les résultats cliniques actuels sont trés prometteurs ; I'efficacité clinique de la thérapie
cellulaire, par injection de CSM, a été largement documentée. Six essais cliniques pour le traitement
des complications pelviennes sont actuellement en cours. lls suggerent une inhibition de
I'inflammation chronique et de la fistulization (40 a 80 % de la guérison a 12 mois) et I'interruption
des syndromes hémorragiques (70 % des patients a 8 mois). Six essais incluant au total 656 patients
utilisant I'injection intraveineuse de CSM pour le traitement des complications abdomino-pelvienne

sont actuellement en cours (clininicaltrials.gov).

- En se basant sur les résultats acquis par 'IRSN et par I'ensemble de la communauté
scientifique, nous pouvons dire que la thérapie par les cellules souches s'impose comme une
alternative de traitement prometteur face aux complications digestives que ce soit dans le
traitement des MICI ou de la PRD. A I’heure actuelle, la thérapie cellulaire n’est pas la référence.
Toutefois, elle peut potentiellement devenir I’alternative thérapeutique, surtout chez les patients
développant un MICI ou une PRD séveére et réfractaire aux traitements actuels car il est urgent
d’améliorer les traitements afin d’éviter des complications systémiques avec prise en charge

médicale aboutissant a une intervention chirurgicale.

40



C.LA RADIOTHERAPIE

L’exposition d’un individu a une irradiation, d’origine accidentelle ou thérapeutique, entraine
une atteinte des tissus sains. Le nombre d’irradiations accidentelles est réduit mais la prise en charge
est complexe (Thierry et al., 2005). En revanche, le nombre de traitements par radiothérapie,
effectués dans le monde entre 1991 et 1996, est estimé a 5,1 millions, la majorité d’entre eux étant
réalisée dans les pays développés. Le but de l'irradiation thérapeutique est d’utiliser une dose
suffisante pour tuer les cellules tumorales en Iésant le moins possible les tissus sains. Cependant, ces
traitements sont souvent accompagnés d’effets secondaires dus aux atteintes des tissus sains. Les
doses d'irradiation nécessaires au controle du développement tumoral engendrent des phénomeénes
de toxicité aigué, qui affectent la qualité de vie des patients. Actuellement, il n’existe aucun
traitement des complications issues de I'exposition aux fortes doses. Les seuls traitements
disponibles en post-exposition, particulierement pour la sphére abdominale, sont de type palliatif et
associent des: analgésiques, des anti-émétiques, des anti-ulcérant, des anti-diarrhéiques, des
antibiotiques, des anti-pyrétiques. Dans un domaine ou les approches pharmacologiques seules sont
un échec depuis plusieurs décennies, la médecine régénérative est des plus prometteuses pour les
traitements des séquelles des irradiations.

L'enjeu majeur du programme de thérapie cellulaire initié par I'IRSN, est le développement
d’une recherche fondée sur une étroite collaboration entre les chercheurs et les cliniciens avec pour

finalité une application clinique.

Ce programme s’appuie sur la connaissance de la physiopathologie des tissus sains irradiés
afin de proposer un traitement de thérapie cellulaire. Compte tenu de leurs nombreuses applications
cliniques, le type de cellules retenues est la CSM. Les CSM constituent aujourd’hui un des outils
thérapeutiques les plus avancés pour la régénération et la réparation tissulaire avec plus de 263

essais cliniques en cours dans le monde actuellement (https://clinicaltrials.gov).
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1. Cancer et organes a risques (OAR)

Le dernier rapport de I'Institut National du Cancer sur les cancers en France fait état d’une
projection de 384 442 nouveaux cas de cancers en France pour 2015. Ce chiffre est en augmentation
constante depuis le XX®™ siécle. Entre 1980 et 2012, le nombre de nouveaux cas de cancers a
augmenté de 109%. La sphere abdomino-pelvienne concentre la plus grande incidence de cancers :
chez I’homme, la prostate, le cblon-rectum, la vessie, les testicules. Chez la femme, le cGlon-rectum,
et le col de I'utérus, les ovaires font partie des organes a taux de cancer élevé. Ces cancers et leur

incidence respective en France sont détaillés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : projections en 2015 de l'incidence des cancers de la zone abdomino-pelvienne par sexe

en France (Source : Institut National du Cancer - Les cancers en France - édition 2015).

Organe Sexe Incidence
Prostate* Hommes 53913
Hommes 23535
Colon-rectum
Femmes 19533
Hommes 9758
Vessie
Femmes 2547
Corps de l'utérus Femmes 8151
Ovaire Femmes 4575
Col de 'utérus Femmes 2797
Testicule Hommes 2300

Environ 60% des patients atteints de cancer seront traités par radiothérapie au cours de leur
parcours de soins. En 2014, 198 168 personnes ont été traitées par radiothérapie. De nombreux OAR
sont compris dans cette zone et sont donc impactés par ces protocoles : intestin gréle, vessie,

testicules.
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Le Tableau 3, ci-dessous, liste les OAR concernés lors des radiothérapies de la sphére abdomino-

pelvienne.

Tableau 3 : organes a risque en fonction de l'organe de la sphére abdomino-pelvienne traité par
radiothérapie (Source : Institut National du Cancer - Les cancers en France - édition 2015). Les

organes les plus fréquement retrouvés sont soulignés.

Organe traité par radiothérapie Organes a risque
Rectum Intestin gréle
Canal anal Intestin gréle, vessie, vulve, grandes lévres
Col de I'utérus Rectum, vessie, canal anal, intestin gréle, colon sigmoide, vagin
Endometre Rectum, vessie, canal anal, intestin gréle, clon sigmoide, vagin
Vulve Rectum, vessie, urétre, canal anal, intestin gréle, cdlon sigmoide,
Prostate Rectum, vessie, canal anal
Vessie Rectum, canal anal, intestin gréle, colon sigmoide
Testicule Moelle épiniére, rein, estomac, intestin gréle, cdlon
Vessie Rectum, canal anal, intestin gréle, clon sigmoide

Comme indiqué sur le Tableau 3, le cblon, la vessie et le rectum sont fréquemment a risque
lors des radiothérapies de la zone pelvienne. Il existe des méthodes permettant de limiter les effets
secondaires a ces tissus sains. Par exemple, réaliser la séance de radiothérapie sur un patient ayant la
vessie pleine limite I'exposition de cette derniére lors de I'irradiation du rectum ou du col de I'utérus.
A l'inverse, il est difficile de protéger I'intestin gréle qui est tres mobile et pourra donc avoir changé
de position entre deux séances. Il est impossible a I'heure actuelle de prévenir totalement les
atteintes aux tissus sains et une forte proportion de ces patients développera des complications

aigles, voire tardives dans un nombre plus limité de cas.
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2. Complications des radiothérapies abdomino-pelviennes

L’exposition des organes sains entourant la tumeur lors d’'une séance de radiothérapie induit
une toxicité forte au niveau de ces organes. De nombreux patients subissent des effets secondaires
apres radiothérapie, allant de I'érythéme cutané a des pathologies potentiellement létales, telle que
la fibrose. En raison de I'incidence des cancers abdomino-pelviens et de la forte radiosensibilité des

organes y siégeant, les effets secondaires au célon et au rectum sont particulierement fréquents.

Les effets secondaires des radiothérapies dans la zone abdomino-pelvienne sont classés par
le délai d’apparition : aigus (0-3 mois) et tardifs (supérieurs a 3 mois). La toxicité tardive peut se
manifester jusqu’a 30 ans apreés le traitement. Les effets tardifs atteignent majoritairement les tissus
de soutien avec développement d’une fibrose pouvant entrainer la perte de fonctionnalité de
I’organe atteint. L’activation d’oncogénes par les rayonnements ionisants peut également engendrer
|"apparition de tumeurs radio-induites a des temps tardifs. Il est a I'heure actuelle impossible de
circonscrire I'effet de lirradiation aux seules cellules tumorales et le traitement des effets

secondaires reste un enjeu prioritaire dans I'amélioration de la prise en charge des patients.

Lors du traitement des cancers abdomino-pelviens, les organes du tractus gastro-intestinal
(intestin gréle, colon et rectum) sont donc a risque. Aux Etats-Unis, environ 300 000 patients
recoivent une radiothérapie abdominale ou pelvienne chaque année. L'incidence des effets aigus au
tractus gastro-intestinal est d’environ 60 a 80% (Hauer-Jensen et al., 2014). Les effets tardifs sont
moins fréquents, mais leur incidence augmente avec la survie des patients. Ainsi, on compte 4 a 10%
de patients atteints de complications chroniques 5 a 10 ans aprés radiothérapie, et jusqu’a 20% sur
20 ans (Andreyev et al., 2011). Il y a plus de 13 millions de survivants de cancers aux Etats-Unis et des
estimations projettent une augmentation jusqu’a 18 millions en 2022. Plus de la moitié de ces
patients ont subi une radiothérapie abdominale ou pelvienne. Il est donc probable que le nombre de
patients souffrant de séquelles tardives de radiothérapies abdomino-pelviennes croitra dans les
mémes proportions au cours de cette période. La réduction de I'incidence et le traitement de ces

complications est donc une priorité.

Andreyev et al. ont proposé en 2011 d’établir un nouveau formalisme pour les atteintes
secondaires des radiothérapies abdomino-pelviennes. L'ensemble des troubles liés a I'utilisation
thérapeutique des rayonnements ionisants au niveau abdomino-pelvien est a présent désigné par le
terme PRD. Cette nouvelle terminologie est destinée a mettre en avant cette pathologie, mal connue

des médecins et a laquelle peu d’attention est apportée d’apres les auteurs (Andreyev et al., 2011).
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La Figure 8 présente les mécanismes d’apparition de la PRD ainsi que les manifestations

physiopathologiques et cliniques de cette pathologie.
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Figure 8 : Mécanismes et manifestations de la PRD

1. Dommages chroniques au colon-rectum

Vingt ans apres la radiothérapie, le nombre de patients souffrant de complications
intestinales chroniques peut atteindre 20%. Les symptomes apparaissent typiquement dans un délai
de 6 mois a 3 ans, mais la période de latence peut, dans certains cas, atteindre 20 ans. En situation
de complication chronique, I'activation des fibroblastes et des cellules musculaires lisses du c6lon-
rectum se traduit par I'accumulation de collagéne menant a la fibrose. Cette activation des cellules

résidentes résulte de la mise en place d'une réaction inflammatoire chronique, permettant

I'activation de facteurs de croissance pro-fibrosant. La mort des cellules endothéliales, associée a la
production de matrice extracellulaire (MEC) dense, induit I'ischémie du tissu, pouvant mener a la
nécrose. Ces modifications peuvent résulter en une dégénération vasculaire, une formation de
vaisseaux télangiectasiques, une ulcération de la muqueuse et uneadhésion de la séreuse. Les
principales caractéristiques cliniques de ces pathologies sont: l'altération du transit intestinal

(diarrhées, constipation), l'incontinence, les vomissements, les saignements et des douleurs

viscérales chroniques. Les modifications pathologiques de la barriére intestinale peuvent conduire a
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I'obstruction par perte des mouvements péristaltiques et sténose. Certains patients développent des

fistules suite aux effets décrits ci-dessus (Hamama et al., 2012).

Il est important de noter que l'association de la radiothérapie avec d’autres types de
traitements, tels que la chimiothérapie ou la chirurgie, peut augmenter les risques de complications.
Les facteurs augmentant le risque sont également nombreux: MICI, diabéte, pathologies
vasculaires, collagénoses des vaisseaux, tabagisme... Ces facteurs sont a prendre en compte lors des

prises en charge de patients atteints de complications radio-induites chroniques.

2. Effets secondaires aux autres organes de la sphere abdomino-pelvienne

a) Vessie
La cystite radique est une lésion de la vessie associée aux radiothérapies pelviennes externes qui
peut survenir des années aprés le traitement (Crew et al., 2001). La cystite radique se traduit par
|"apparition d’hématurie caractérisée par une inflammation hémorragique de la muqueuse du tractus

urinaire (

Figure 9). Les symptomes cliniques varient de I’hématurie microscopique asymptomatique a
I"apparition de caillots et la survenue de I'obstruction du tractus urinaire (Trotman et al., 1999 ; Lee
et al., 2003). Cette pathologie provoque des douleurs séveres, une hématurie importante ainsi que
des incontinences et des syndromes d’irritation. Dans sa forme sévere, la cystite hémorragique
détériore la qualité de vie des patients, prolonge leur hospitalisation et peut devenir |étale. De plus,
les patients en rémission de cette pathologie présentent une survie sans maladie plus faible que les
patients n’ayant pas présenté ce type de troubles (Cesaro et al., 2003 ; 2008). Les dommages causés
par les rayonnements aux muscles et aux cellules endothéliales de la vessie compromettent |'apport
sanguin et de nutriments aux tissus (Neheman et al., 2005, Haldar et al., 2014 a et b). La survenue de
la cystite radique est difficile a prévenir, en particulier car les vaisseaux endommagés peuvent

survivre des mois voire des années.
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Figure 9 : Mécanismes de la cystite hémorragique.

b) Traitements des effets secondaires au célon-rectum

La plupart des traitements existant sont symptomatiques. Il existe trois types de thérapies
possibles pour traiter la PRD : pharmacologique, endoscopique et chirurgical. Trois mécanismes a
I'origine des symptoémes de la PRD ont particulierement été visés : I'inflammation, I’hypoxie et le
stress oxydant. Hanson et al. ont réalisé une méta-analyse des résultats obtenus lors d’essais
cliniques de thérapies innovantes pour la PRD (Hanson et al., 2012). Ces traitements sont décrits

dans le Tableau 4.

La méthode endoscopique de coagulation par plasma argon (APC: Argon Plasma
Coagulation) a fait 'objet de nombreuses études cliniques. L’APC consiste a appliquer un courant a
haute fréquence sur le tissu afin de cautériser les vaisseaux hémorragiques. Les essais cliniques
réalisés jusqu’a présent montrent que cette méthode permet de réduire les saignements rectaux a
court et long terme. Des cas de résolution compléte de ces symptomes ont également été observés.
Néanmoins, les effets secondaires sont nombreux et parfois lourdement impactant pour la qualité de
vie des patients. En effet, le plasma produit des brdlures sur le tissu environnant les vaisseaux a
traiter. Ces lésions peuvent par conséquent donner lieu a divers effets secondaires dont les plus
fréquents sont des crampes abdominales et des ulcérations. En revanche, des lésions plus sévéres
apparaissent avec une fréquence moindre : explosion gazeuse, perforation, fistule, sténose et

douleur chronique (Frazzoni et al., 2015). D’autres méthodes reposant sur un principe similaire, telles
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qgue la coagulation par laser Nd:YAG, ont été utilisées sans succés en raison d’effets secondaires
lourds ou d’'un manque de données fiables en clinique. En ce qui concerne I'APC, il est encore
nécessaire de réaliser des essais sur des cohortes plus importantes, randomisés, en double aveugle

et contre placebo, a court et long terme.

Les méthodes pharmacologiques sont a I’heure actuelle considérées comme moins
prometteuses. Le formaldéhyde peut étre appliqué directement sur les vaisseaux hémorragiques afin
de stopper les saignements, mais les effets secondaires sont séveres (ulcérations, incontinence,
colite...). Le stress oxydant est un mécanisme majeur d’induction des dommages radio-induits.
Différents agents ont été utilisés pour limiter ce stress oxydant chez les patients irradiés: le
tocophérol et la pentoxifylline par exemple (Hamama et al., 2012). Cependant, aucune de ces
molécules n’a pour l'instant produit un effet satisfaisant sur la réduction des Iésions radio-induites

(Hanson et al., 2012).

Des stratégies visant a favoriser I'angiogenése au sein du tissu Iésé sont a I’étude. La thérapie
par oxygene hyperbare induit la régénération des tissus endothéliaux et épithéliaux. Les
méthodologies employées lors des essais cliniques correspondant ne permettent pas a I’heure
actuelle de conclure sur I'efficacité du traitement. Un essai sur 120 patients souffrant de saignements
rectaux réfractaires aux traitements médicamenteux a permis de montrer une diminution de 32% du
risque de nouvelles hémorragies chez ces patients. En revanche, une analyse rétrospective sur des
patients souffrant de cancers récurrents de la téte et du cou a montré une augmentation

significative du risque de récidive cancéreuse chez les patients traités par oxygéne hyperbare.

Enfin, la chirurgie est la méthode actuellement la plus employée en derniere intension, mais

les taux de morbidité et de mortalité qui y sont associés sont élevés.

Un registre du suivi des patients ayant eu un traitement par radiothérapie est nécessaire.
Une optimisation de la balistique pour un ciblage plus précis de la tumeur telle que la radiothérapie
conformationnelle par modulation d’intensité (RCMI) ou les méthodes de stéréotaxie, la
tomothérapie ou le Cyberknife. Cependant ce type d’appareillage est rare en France, la conséquence
est que seul un nombre réduit de patients peut bénéficier du Cyberknife, de plus les effets a long

terme sont encore inconnus.

Il est donc nécessaire de développer des marqueurs prédictifs de radiosensibilité (Bourgier et
al., 2012), afin d’identifier les patients qui ont des risques élevés de développer des séquelles
tardives des radiothérapies (Bourgier et al., 2015). L'apoptose radio-induite des lymphocytes T CD8

positif semble un marqueur prédictif (Azria et al., 2015). Afin de permettre une meilleure
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optimisation des protocoles de radiothérapie, un programme intitulé « ROSIRIS » a été développé
par I'IRSN. Il a pour but la compréhension et l'identification de marqueurs de la radiosensibilité
permettant d’attribuer un risque individuel a chaque patient subissant une radiothérapie

(http://www.irsn.fr/FR/Larecherche/Organisation/Programmes/rosiris/Pages/presentation-

rosiris.aspx#.WPsASFWLSUKk).

En conclusion, il n’existe aucun traitement validé en termes d’efficacité et d’innocuité pour la PRD.
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Tableau 4 : Interventions chirurgicales et non-chirurgicales pour le traitement des complications

colorectales chroniques et séveres des radiothérapies (D’apres Denton et al., 2002 ; Hong et al.,,

2001 ; Rustagi et al., 2011)

Thérapie

Mécanisme

Résultat

Effets secondaires

Anti-inflammatoires :
Prednisolone
Sulfasalazine

Hydrocortisone
Bétaméthasone

Métronidazole

Acide gras a chaines courtes

Sucralfate

Polysulfate de pentosane

Formaline

Thérapies par coagulation
thermique :

Laser ND :YAG
Laser argon
Ablation par radiofréquence

Cryoablation

Oxygene hyperbare

Autres traitements :
Vitamine Cet E

Pentoxifylline

Chirurgie

Traitement anti-inflammatoire
de premiére intention

Effet trophique sur la muqueuse
colique, dilatation des parois
des arteres : entraine
I’'amélioration du flux sanguin

Stimulation de la régénération
de I'épithélium, formation
d’une barriere protectrice,

réduction de la perméabilité
épithéliale et prévention de
I'adhérence

Sclérose et fermeture de la
néovascularisation prévenant
les saignements. L'application

locale induit la cautérisation

Coagulation locale des
vaisseaux télangiectasiques,
cicatrisation et ré-
épithélialisation avec apparition
de tissu normal a long terme

Effet pro-angiogénique,
particulierement adapté aux
phases chroniques des lésions
radio-induites

Antioxydants

Généralement réservé aux cas
séveres et réfractaires aux
traitements conventionnels
impliquant : hémorragies,
occlusions, sténoses, fistules
et/ou perforations

Réduction des saighements, des
ulcéres de la muqueuse (4
semaines) des diarrhées, des
cedémes, des érythémes
rectaux (1 an, 22/24 patients)

Efficace a court terme :
diminution des saignements (5
semaines), pas d’effet
significatif a long terme

Amélioration de I'état clinique
et de la muqueuse sans score
permettant de démontrer
I'efficacité

208 patients suivis en
moyennes sur 6 mois.
Réduction des saignements
pendant au moins 3 mois

Diminution des saignements
rectaux (80 — 90% des cas), des
ténésmes (60 — 75%) et de la
qualité de vie

Pas d’évaluation de I'efficacité
disponible

Pas d’évaluation de I'efficacité
disponible

Pas d’effets secondaires
enregistrés

Pas d’effets secondaires
enregistrés

Un cas d’éruption cutanée avec
le pentosane

11 cas d’effets secondaires
séveres : 5 cas d’ulcérations
anales, 2 cas de sténose rectale,
2 cas d’incontinence et 2 cas de
douleurs anales

19 a 35% de complications

Nécrose transmurale, fibrose,
sténose, fistules recto-
vaginales, douleurs.

Augmentation du risque de
résurgence dans le cas des
cancers de la téte et du cou
(67,3% contre 30% chez les
patients non traités)

1 cas de douleurs abdominales
et 1 cas de perforation

Taux de morbidité et de
mortalité élevés
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c) Traitement des séquelles des radiothérapies abdomino-pelviennes par thérapie cellulaire

Récement les recherches se sont focaliser ses recherches sur les effets toxiques de
Iirradiation au niveau du colon et du rectum (organe particulierement radiosensible) compte tenu de
la fréquence et de la sévérité des lésions post-radiothérapie. L'altération structurale du célon ainsi
que linflammation radio-induite peuvent entrainer des dommages fonctionnels en cascade a
d’autres organes présents, ou non, dans le champ d’irradiation par sensibilisation croisée. Ainsi, le
tableau clinique s’échelonne selon sa gravité, de la diarrhée légere et précoce a des complications
tardives plus séveres telles que les rectites radiques. Dans le cas de rectites radiques, le point de non-
retour est la fibrose. Elle se caractérise par un épaississement et une rigidité du tissu pouvant aboutir
a une occlusion létale. Les inconforts de vie des patients liés aux dysfonctionnements du tractus
digestif sont accentués par la présence, dans 50% des cas, de douleurs abdominales décrites comme
extrémement intenses. La chronicité et l'intensité des symptomes peuvent, dans certains cas,
entrainer chez les patients souffrant de PRD, une prédisposition au développement de comorbidité
psycho-affective. Une méta-analyse a démontré que les traitements conventionnels des PRD ont une
efficacité tres limitée et transitoire, en revanche la thérapie cellulaire semble pouvoir apporter une
alternative thérapeutique prometteuse. L'efficacité de la thérapie cellulaire par injection de CSM a
été documentée lors de six essais cliniques portant sur le traitement de pathologies pelviennes
autres que la PRD (656 patients), dont 3 de phase lll. Les résultats suggérent une inhibition de
I'inflammation chronique et de la fistulisation (pour 40 a 80 % des patients a 12 mois) et des

syndromes hémorragiques (pour 70 % des patients a 8 mois) (Hanson et al., 2012 ).

3. ’accident d’irradiation d’Epinal

Entre 2001 et 2006, 397 patients ont recu une surdose d’irradiation d’environ 10% au centre
hospitalier d’Epinal, lors d’un protocole de radiothérapie pour le cancer de la prostate (Peiffert et al.,
2007). Vingt-quatre patients ont regu une surdose d’irradiation de plus de 20%. Quelques mois plus
tard, la plupart de ces patients souffraient de rectites et de cystites invalidantes, nécessitant pour
certains de lourdes interventions chirurgicales (Peiffert et al., 2007, Marchesi et al., 2009). Plusieurs
de ces patients ont subi une colostomie ou une urétérostomie et présentaient des douleurs intenses
résistantes aux traitements morphiniques. Sept patients présentaient des lésions de grade Ill a IV

avec colostomie de décharge et des fistules complexes ou recto-vésiculaires.
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En I'absence de traitements efficaces pour ces patients et en se basant sur nos résultats
précliniques, en collaboration avec le service de radiothérapie de la Pitié Salpétriére (Dr Simon) et le
service d’hématologie et de thérapie cellulaire de I'H6pital Saint Antoine, Paris (Pr Gorin et Pr
Mothy,) un essai compassionnel de thérapie par les CSM a été proposé a quatre patients atteints de
colites hémorragiques radio-induites (2007-2012, Figure 10). Pour ce traitement, les CSM ont été
produites a partir de la moelle osseuse de donneurs intrafamiliaux par ECellFrance (Etablissement
Francais du Sang (EFS) Mondor, Dr H Rouard ; Centre de Transfusion des Armées (CTSA) Clamart, Pr JJ
Lataillade). Conformément aux Bonnes Pratiques de Fabrication des médicaments a usage humain,
des controles qualité ont été réalisés afin de s’assurer que la matiere premiére biologique de départ,
les produits intermédiaires, vracs et finis de production étaient conformes aux spécifications définies
par les deux plateformes de production (EFS et CTSA) et le promoteur de I'essai clinique (Hopital

Saint-Antoine).

BM-MNC
collection

MSC culture
VL

stem cell unit

(CTSA-Percy hospital
EFS Mondor hospital)
CHU Saint Antoine
Service d’Hématologie 10 days
Pr M Mothy
IV MSC quality controls
ini ion (Sterility, Phenotype,
hgect CFU-F)

Figure 10 : Protocole de traitement compassionnel de 4 patients atteint de PRD. Les CSM ont été
obtenues a partir d’un préléevement de moelle chez un donneur intrafamilial et amplifiées sur les 2
plateformes ECellFrance (EFS, CTSA) puis réinjectées par voie intraveineuse (IV) dans le service

d’hématologie des Pr. Gorin et Pr. Mothy.
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Les quatres patients ont regu entre 0,8 et 5.10° cellules/kg par voie intraveineuse (Figure 10).
La transplantation de CSM a induit un effet analgésique, anti-inflammatoire et a permis de réduire
les hémorragies (Chapel et al., 2013). Ces résultats étaient associés a une réduction de I'activation
des lymphocytes T et une hausse du nombre de lymphocytes T régulateurs, soulignant I'importance
des effets immunomodulateurs des CSM. La douleur est réapparue chez un de ces patients 6 mois
apres transplantation, et une nouvelle injection de CSM a été réalisée. Ce deuxieme traitement a
permis de réduire la douleur de fagon significative. La transplantation de CSM a également stoppé la
progression d’une fistule chez I'un de ces patients. Chez I'ensemble de ces patients, le cancer de la
prostate est resté en rémission stable. Aucune toxicité n’a été observée (Voswinkel et al., 2013). Les
résultats de cet essai sont rapportés dans le Tableau 5. Cet essai compassionnel permet d’envisager
de traiter des patients pour les séquelles des radiothérapies abdomino-pelviennes notamment pour
les rectites radiques. Il est donc fondamental de déterminer I'effet de cette thérapie sur la fibrose
radio-induite. Actuellement, un nouveau Protocole Hospitalier de Recherche Clinique est financé par
I'INCa (Institut National du Cancer) en prolongement de 'essai compassionnel d’Epinal. Cet essai
thérapeutique de phase Il a pour but d’évaluer I'efficacité de [linjection de CSM sur la
symptomatologie de complications chroniques sévéres des radiothérapies abdomino-pelviennes,
apres échec des thérapeutiques conventionnelles (Acronyme « PRISME », numéro de protocole
d’étude: P130935 ; EUDRACT 2014-001462-99 ; NCT02814864 https://clinicaltrials.gov/). Cette étude
a pour objectif de mesurer I'efficacité de trois injections intraveineuses de CSM sur la fréquence des

rectorragies et des hématuries chez des patients souffrant de PRD.
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Tableau 5 : Caractéristiques cliniques des patients d'Epinal traités par transplantation de CSM

Patient

Dose prescrite

Complications radio-induites

Traitement apres

Résultats de la

radiothérapie transplantation de CSM
Dose regue
Ecoulements d’urine dans le rectum Colostomie Disparition de la douleur 10 jours
lakiuri hé bi apres injection et réapparition 3
N1 Pollakiurie Cathéter sous-pubien semaines plus tard
Douleurs mictionnelles
78 Gy
Saignements
93,2 Gy
Large zone nécrotique
Fistule dans la cavité prostatique
Douleurs chroniques Colostomie de Suppression de la douleur et des
. décharge saignements 4 semaines apres
N°2 Saignements rectaux permanents . injection et rechute 6 semaines apres
i X L. Application d’une
73 Gy Rétraction vésicale sonde de Foley Suite a la deuxieme injection de CSM :
Cystite et rectite actives disparition de la douleur et des
91 Gy saignements et rechute 3 mois aprés
Perte du lien vessie — prostate
Fistule recto-prostatique
Réduction de la capacité de la vessie due a Colostomie de Réponse clinique 6 mois aprés
N°3 I'épaississement des parois vésicales décharge transplantation avec réduction de la
. L i thérapie analgésique
69 Gy Atrophie des glandes séminales 20 séances
X . . . o d’oxygénothérapie
86 Gy Conversion des acides gras suite a l'irradiation
de I'épine sacro-iliaque
Rectorragie de grade3 et diarrhées de grade 2 Colostomie de Réponse clinique 6 mois aprés
N4 Cystite de grade 1 associée & une pollakiurie décharge transplantation : réduction stable des
saignements, diarrhées et douleurs
de grade 1 20 séances
70 Gy , . o " . s .
) . d’oxygénothérapie Amélioration de la qualité de vie
78 Gy Douleur permanente accompagnée de crises

de douleurs plus intenses une ou deux fois par

semaine

L’essai compassionnel sur les 4 patients de 'accident d’Epinala été

a preuve que l'injection de CSM

permet transitoirement de limiter la PRD chez ’'homme (Chapel et al., 2014). Ainsi, plus largement,

cet essai laisse espérer que l'injection de CSM est une alternative prometteuse pour la prise en

charge des complications chroniques séveres des radiothérapies.

Malgré ce succes thérapeutique, une résolution complete de la pathologie n’a pas été mise en

évidence.
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Dans ce contexte, I'IRSN a orienté son programme de recherche afin d’optimiser ce nouveau

traitement en ciblant les points particuliers suivants :

. la quantité de CSM injectées et la fréquence des injections,

. la méthode et la voie d’administration,

. I’efficacité de la source de CSM et la possibilité d’autres sources tissulaires,
. la nécessité d’un traitement associé pour une meilleure efficacité,

. le recours a I'ingénierie tissulaire.

Bien qu’aucune toxicité n’ait été observée lors de cet essai compassionnel, le passage en clinique
(phase 1l) sur un plus grand nombre d’individus impose de démontrer I'innocuité d’un tel traitement

dans des conditions précliniques similaires.
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4. CSM et correction des atteintes colorectales

Afin d’optimiser I'efficacité du traitement par thérapie cellulaire, il est nécessaire de
s’interroger sur la voie d’administration, la fréquence d’injection, le taux d’implantation et la survie
des cellules injectées. Si le questionnement autour de la modalité d’injection ne se pose pas dans le
cadre de Iésions musculo-cutanées, ou le choix s’oriente fort logiquement vers une délivrance locale,
la question garde tout son sens en revanche dans le cas des lésions d’organes internes notamment
digestifs. Le retour d’expérience concernant les essais menés en clinique, nous a permis de retenir la
voie systémique comme voie de référence. Pour autant, il nous parait pertinent de ne pas se priver
d’une délivrance localisée, directement au niveau de la zone a réparer, afin d’augmenter le taux
d’implantation dans le but de diminuer le nombre de cellules a injecter pour une méme efficacité.
Compte tenu du caractére transitoire de I'efficacité thérapeutique, il convient de s’interroger sur le
bénéfice d’injections répétées afin de prolonger le bénéfice thérapeutique. La thérapie cellulaire
comporte une étape d’amplification des cellules qui pourrait étre limitante dans le cas d‘un acte de
malveillance. Le passage en clinique impose également de s’assurer de la non-toxicité du produit de
thérapie cellulaire injecté. Pour cela, il est nécessaire d’évaluer le devenir a long terme des cellules

injectées et |'effet des CSM sur le processus de tumorisation et la fibrogénese.

Afin d’optimiser le traitement, un modele d’irradiation localisée au niveau de la zone
colorectale a été développé chez le rat. La caractérisation histologique des lésions induites chez
I'animal a montré des dommages similaires aux atteintes observées chez les patients développant
des complications sévéres suite a un traitement de radiothérapie pour un adénocarcinome rectal
(ulcération, cedeme, sclérose vasculaire et fibrose, Figure 11, Sémont et al.,, 2013). Ce modeéle a
permis au laboratoire de décrire les processus physiopathologiques qui s’opérent aprés une

irradiation localisée sur différents compartiments essentiels du célon (Moussa et al., 2016).
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Figure 11 : lllustration des différetes atteintes au niveau des différents compartiments du colon aprés

irradiation.

Le modele développé chez le rat a également été caractérisé comme un bon modele d’étude
de I'hypersensibilité viscérale radio-induite et des troubles affectifs de type comportements anxieux
et dépressifs. Sur ce modele, la preuve de concept de l'efficacité thérapeutique des CSM a été
réalisée en utilisant des conditions d’administrations définies sur le retour d’expériencede : 1) le
traitement de pathologies gastro-intestinales (la maladie de Crohn et de réaction du greffon contre
I’'hote) décrits dans la littérature, 2) le retour d’expérience du traitement des patients sur-dosés
d’Epinal, 3) les données expérimentales obtenues chez la souris traitée pour un syndrome gastro-

intestinal.

Dans le contexte de l'irradiation localisée colo-rectale, le traitement par CSM injectées 24 h
post-irradiation (inflammation aigué) ou 3 semaine aprés irradiation (inflammation chronique) réduit
significativement l'infiltrat de la population lymphocytaire T CD4-CD8 dans la muqueuse (Bessout et
al., 2013 et 2015), ce qui n’est pas le cas lorsque l'injection est réalisée entre ces deux phases
inflammatoires (Linard C. et al., 2016). Les données de la littérature avaient mis en évidence
I'importance du contexte inflammatoire pour I'activation des propriétés immunosuppressives des
CSM. Les résultats obtenus confirment ainsi le r6le immuno-modulateur des CSM dans différents

contextes (aigu/ subaigu) de I'inflammation radio-induite.
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Afin d’optimiser les protocoles cliniques, ous avons développé un modele gros animal (porc)
d'exposition radiologique localisée (a dose unique) générant des Ilésions histopathologiques
semblables a celles observées cliniqguement dans la proctitis chronique et caractérisées par une
fibrogénése. Afin d’optimiser le protocole, 3 injections systémiques de 2 x 10° CSM/kg, de CSM
dérivés de la moelle osseuse, ont été réalisées lorsque la lésion était établie. Ce protocole a
nécessité la mise au point et la production de CSM porcines issues de la moelle osseuse par le CTSA,
Clamart). Ces cellules présentent les caractéristiques phénotypiques (CD90+, CD29+, CD44+, SLA-1+
et CD45-) et de différentiation semblables aux cellules d’origine humaine. Les injections répétées de
CSM ont réduit considérablement la gravité des lésions anorectales et coliques liées a l'inflammation,
en diminuant I'expression des cytokines inflammatoires, l'infiltration des macrophages en modifiant
leur phénotype avec une prédominance de macrophage de type M2 et en favorisant la génération de

Tregs caractérisés par leur facteur de transcription spécifique Foxp3, et I'expression d’IL-10.

En favorisant la prédominance des macrophages M2 agissant sur la phase de régulation de
I'inflammation aigué/chronique et sur le remodelage matriciel, les CSM ont limité la fibrose
anorectale radio-induite. Le calcul du ratio “collagen-to-MMP-to-TIMP”, indicateur de la tendance a
I’accumulation/dégradation, a permis de démontrer une nette fibrolyse suite a la transplantation de
CSM. En conclusion, ce modeéle pré-clinique a permis d’assoir le potentiel thérapeutique des CSM,
dont la pleine efficacité sur I'inflammation et la fibrose nécessite des injections répétées (Linard C.

et al., 2013, Figure 12).
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Figure 12 : Mécanismes d’action des CSM
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5. Absence de toxicité des CSM

L'absence de toxicité du traitement par CSM a été évaluée par un suivi sur le long terme des
animaux injectés. Nous avons ainsi pu montrer que l'injection systémique de 5 millions de CSM
humaines, 24h aprés une irradiation corps entier d’'un modele de souris immunotolérante n’a
engendré aucune anormalité histo-pathologique, meme apres 4 mois, sur I'ensemble des organes ni
aucune tumeur. (Francois et al.,, 2012, grant IdF). Les toxicités hépatique et rénale que pourrait
induire l'injection intraveineuse ont aussi été vérifiées. Aucune variation significative des

transaminases, urée et créatinine n’ont été observées (Mouiseddine et al., 2012, grant IdF).

6. CSM et cancer colorectaux

En clinique, le blocage majeur lié a l'utilisation des CSM dans le contexte des complications de la
radiothérapie est le risque de récidive tumorale ou de potentialisation des cellules tumorales
résiduelles. A nouveau, la problématique nait de la difficulté a prédire I'effet des CSM transplantées
et du large panel de facteurs de croissance produits par les CSM, dont certains sont pro-tumoraux.
Les modeles précliniques tumoraux avec I'administration exogéne de CSM ont abouti a des résultats
contradictoires quant a leur capacité a soutenir ou a inhiber le développement de tumeurs (Lee et
al., 2012). Selon I'expérience, il a été suggéré que les CSM inhibent ou augmentent I'immunité,
I’angiogenese et I'apoptose. Ce qui est important, c’est que la plupart de ces études ont utilisé des
souris déficientes en lymphocytes T (Zhao et al., 2010) bien que ces cellules sont des cibles
importantes des CSM pour la modulation du microenvironnement tumoral (Lazennec et al., 2010). Il
a été nécessaire de développer un modéle au plus prés des traitements des patients. En
collaboration avec le laboratoire de cancérologie du Pr AK Larsen (INSERM UMRS_938 ). Nous avons
développé chez le rat un modeéle de cancérogénése colorectale similaire a celle de I'homme et étudié
I'influence de la transplantation de CSM sur son évolution. L’effet anti-tumoral des CSM a été associé
a la modification du statut immunitaire au niveau du microenvironnement tumoral, en particulier a la
polarisation des macrophages et lymphocytes T ainsi qu’a une modification de la balance entre
miRNA anti et pro-oncogéniques (Frangois et al., soumis) Dans un second temps aprés avoir généré
des tumeurs, les animaux ont subi une stérilisation tumorale par radiothérapie. Aprés exposition a
des doses fractionnées mimant les protocoles de radiothérapie sur des tumeurs induites chez le rat,
nous avons observé que la transplantation de CSM a induit une diminution du volume des tumeurs

résiduelles au sein du c6lon et une augmentation significative de la survie des animaux. Les CSM
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permettent une régénération du tissu sain dans la zone irradiée. Une modification immunitaire dans
I’environnement tumoral a été observée notamment par une augmentation du phénotype Thl des
lymphocytes CD3+. Au niveau du tissu sain irradié la transplantation de CSM permet une protection
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Figure 13: Effet des CSM administrés aprées irradiation fractionnée sur la taille des tumeurs et la
survie. Trois groupes d’animaux ont été utilisés pour évaluer I'influence de I'administration de CSM
(non irradié, irradié, irradié plus CSM). B Protocole d’étude. Aprés induction de tumeurs colorectales,
les animaux ont regu une série d’irradiations fractionnées pour stériliser les tumeurs, puis ils ont
recus 3 injections de CSM, a 60 semaines les animaux ont été euthanasiés, puis les tumeurs et les
tissus sains irradiés ont été étudiés. C taille des tumeurs pour les 3 groupes. D survie des animaux en

rouge le groupe irradié et bleu le groupe irradié ayant recu des CSM.
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Il existe un antagonisme entre la présence tres transitoire des CSM exogéenes et leur effets
durables sur la cancérogénése colique, que ce soit avec ou sans radiothérapie. Ce phénomene
pourrait étre expliqué par une reprogrammation durable des CSM résidentes et des macrophages
endogenes. L’ensemble de ces résultats suggerent que les CSM modulent durablement
I'environnement immunitaire tumoral. La conséquence est une inhibition de la progression du

cancer colorectal ainsi qu’une protection du tissu sain des séquelles des radiothérapies (Figure 14).

Tissue sain irradié Tumeur Residuelie

Figure 14: Mécanisme d’action des CSM sur le tissu sain et le microenvironnement tumoral. Les CSM
en modulant la réponse inflammatoire favorisent la régénération tissulaire et inhibent la croissance

tumorale.

En conclusion, cette étude a permis de s’assurer que l'utilisation des CSM pour le
traitement des complications chroniques séveéres des radiothérapies abdomino-pelviennes est sans
effet secondaire en ce qui concerne la tumorisation et est un traitement prometteur des

complications chroniques sévéres des radiothérapies abdomino-pelviennes.
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7. CSM et fibrose

La fibrose est la premiére cause mondiale de déces et la composante la plus délétere pour la
qualité de vie des patients souffrants de PRD. Il n’existe pas, a I'heure actuelle, de protocoles
efficaces de traitement de la fibrose, les thérapeutiques actuelles ont un effet palliatif. Les CSM sont
une alternative thérapeutique qui a déja démontré son efficacité dans les pathologies fibrotiques
non radio induites (Usunier et al., 2014 ; Maria et al., 2016). Le potentiel anti-fibrosant des CSM sur
des modeles de fibroses chimio-induites a été mis en évidence sur le foie, les reins, les poumons et le
cceur (Li et al., 2008). Hardjo et al., (2009) ont observé une diminution pouvant aller jusqu’a la

suppression de la fibrose dans certains cas.

Les dommages tissulaires chroniques, tels que ceux causés par une inflammation persistante,
empéchent la régénération des tissus et activent en permanence les voies de réparation. Alors que la
production de la matrice extracellulaire (MEC) par les myofibroblastes est nécessaire pour la
formation du tissu de granulation, [l'activation constante des myofibroblastes conduit a
I"accumulation du tissu conjonctif, qui ne peut pas étre corrigée par les systémes de dégradation de
la MEC de I'h6te. Le remplacement progressif par la MEC élimine les cellules fonctionnelles et
structurelles, induit une rigidité de tissu et la perte de fonctionnalité. Dans le colon et le rectum, la
perte de la contractilité musculaire et la sténose peut conduire a I'occlusion fatale. De méme, pour
les maladies intestinales de I'intestin (Intestinal Bowel Disease IBD), la lésion colorectale induite par
la radiothérapie induit de graves lésions de la muqueuse, une inflammation chronique et I'activation
de facteurs profibrosants tel que le Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) / voie Smad, qui est un
contributeur majeur du processus de la fibrogénése (Meng et al., 2016). Tous ces dommages
conduisent a la différenciation des myofibroblastes résidents et au recrutement des cellules
musculaires lisses (CML) de la couche musculaire, avec acquisition d’un phénotype profibrosant en
passant d’'un phénotype contractile a une phenotype sécrétoire (Graham et al., 1990 ; Haydont et al.,
2005, 2007). L'augmentation concomitante des composants de la MEC, des enzymes dégradant la
MEC (métalloprotéinases matricielles : MMP) et de leurs inhibiteurs (inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéinases : TIMPs) provoque un défaut dans le renouvellement de cette MEC (Strup-Perrot
et al., 2004). La phase tardive de la fibrose colorectale est caractérisée par : 1) 'accumulation de la
MEC, qui parfois, s’infiltre dans les couches musculaires, 2) un micro-environnement paucicellulaire

du a I'ischémie et aux stress mécaniques (Francois et al., 2013).
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Dans un modele d’irradiation colorectale chez le rat, reproduisant les atteintes proches de
celles observées apres radiothérapie et lors des MICI, nous avons démontré I'effet anti-fibrosant des
CSM. Cet effet est majoritairement supporté par un effet inhibiteur exercé par les CSM sur les
cellules productrices de MEC : myofibroblastes, cellules musculaires lisses et macrophages (Figure
15). En particulier, nous avons mis en évidence une stimulation intense de I’activation des
macrophages M2, anti-inflammatoires et intervenant dans le remodelage matriciel. In vitro, nous
avons également démontré un effet paracrine direct des CSM sur les myofibroblastes et sur les
cellules muscumlaires lisses (CML). Nous avons identifié deux effecteurs majeurs de I'effet pro-
fibrosant des CSM sur la fibrose, les facteurs : I’'HGF (Hepatocyte Growth Factor) et le TSG-6 (Tumor
necrosis factor Stimulated Gene-6). Ces protéines agissent, respectivement, en inhibant la voie de
signalisation pro-fibrosante du TGF-B et en régulant la polarisation des macrophages. Des
expériences in vitro de coculture nous ont permis de démontrer un effet différentiel de I'HGF et le
TSG-6 sur chaque type cellulaire. L'amélioration de la lésion induite par les CSM était accompagnée

d’une amélioration de la survie (Thése Usunier B. 2016 ; Usunier et al., Soumis).
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Figure 15: La transplantation de CSM inhibe le remodelage de la matrice extracellulaire apres
irradiation du colon. A gauche marquage au rouge Sirius de tissu montrant l'inhibition de Ia
déposition de matrice extracellulaire (fleches noires). A droite quantification de la fibrose

(histogrammes).

En conclusion, nos résultats confirment lintérét de ['utilisation des CSM apres
radiothérapie abdomino-pelvienne et dans le cas de la fibrose colorectale. lls soulignent également

I'intérét de la réponse orchestrée des CSM, capables de produire de nombreux facteurs solubles,
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par rapport aux traitements pharmacologiques classiques. La thérapie cellulaire par les CSM
semble etre une alternative thérapeutique solide pour traiter les séquelles tardives des

irradiations (Chapel et al., 2013 ; Nicolay et al., 2015)

8. Transfert vers la clinique humaine: Programme Hospitalier de
Recherche Clinique(PHRC) PRISME

Les résultats des études précliniques et I'essai compassionnel sur les 4 patients d’Epinal ont
permis, en 2013, de proposer de traiter des patients pour leurs complications des post-
radiothérapies abdomino-pelviennes, notamment pour les rectites radiques. Un consortium a été
formé autour de ce projet fédératif impliquant : I'Hopital Saint-Antoine (SAT-APHP), I'INSERM,
(EFS+CTSA), ECellFrance, I'IRSN, I'Institut Gustave Roussy (IGR) et l'Institut de Cancérologie de
I’Ouest. L'intérét de ce consortium est de regrouper des experts pour la maitrise de la gestion
médicale de la PRD par thérapie cellulaire. Une demande de PHRC a été déposée durant I'année
2013, ce PHRC a obtenu un financement par I'Institut National du Cancer (INCa) en 2014. L’essai
thérapeutique de phase Il a pour but d'évaluer l'efficacité de linjection des CSM sur Ia
symptomatologie des complications chroniques sévéres des radiothérapies abdomino-pelviennes
(acronyme « PRISME » numéro de protocole d’étude : P130935; EUDRACT 2014-001462-99 ;
NCT02814864, https://clinicaltrials.gov/). En particulier, 'objectif est d’évaluer I'efficacité sur les
rectorragies et les hématuries d’un traitement de 3 injections intraveineuses de CSM chez 12
patients présentant des rectites ou cystites de grade 3 (saignements journaliers) et ayant subis au
moins trois lignes de traitements conventionnels. Le succés du traitement sera objectivé par une
diminution d'un grade sur I'échelle LENT-SOMA, 4 mois aprés la premiére injection de CSM, soit un
passage de saignements journaliers a hebdomadaires. Les critéres secondaires sont d’évaluer
I'efficacité du traitement sur la consommation d’analgésiques, la fréquence des diarrhées, la qualité

de vie et la douleur. L'inclusion des premiers patients est attendue prochainement (Figure 16).
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Clinical phase Il trial evaluating the efficacy of systemic MSCs injection on the

symptomatology of sever and chronic in radiotherapy-induced abdomino-pelvic
complications refractory to standard therapy.
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Figure 16: Protocole d’étude clinique de phase Il. Les services de radiologie sélectionneront des
patients avec des rectites ou des cystites de grade 3. Les patients recevront 3 injections
intraveineuses de CSM allogéniques (donneurs intrafamiliaux). Les patients seront suivis sur 2 ans

pour les diarrhées, rectoscopies, saignements, douleurs, qualité de vie, immunomonitoring.
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D. CONCLUSION

Les traitements pharmacologiques des dernieres décennies n’ont pas permis de juguler les
dommages radio-induits, que ce soit pour les complications chroniques des radiothérapies ou bien
les irradiations accidentelles. En revanche, la thérapie cellulaire a permis de limiter, voire de reverser,
ces lésions. Nous avons retenu d’utiliser le type de cellules souches les mieux caractérisées et ayant
une efficacité démontrée dans de nombreux essais cliniques: les cellules souches
mésenchymateuses. Les succes précliniques, puis cliniques, de cette stratégie thérapeutique dans le

traitement des séquelles des irradiations ont soulevé de nombreux questionnements.

En effet, pourquoi une cellule souche peut-elle corriger les dommages des rayonnements
ionisants alors que les traitements pharmacologiques, méme les plus complexes, ont échoué ?. Cette
guestion sous-tend un certain nombre d’interrogations comme I'adressage des cellules aux tissus
endommageés, puis les mécanismes de corrections de ces dommages. Différents mécanismes peuvent
étre envisagés pour expliquer la restauration de I’"homéostasie tissulaire, comme le remplacement
des cellules endommagées par les cellules souches injectées ou bien un effet trophique sur les

cellules souches endogenes. Nos études sont en faveur du second mécanisme.

Cependant, les résultats obtenus dans le cas des injections systémiques soulévent une
seconde question. Lorsque nous observons I'implantation des cellules souches exogénes, une tres
faible implantation se fait dans le tissu lésé et leur présence est transitoire. Dans ces conditions,
comment expliquer cet effet a long terme, aussi bien sur la structure et sur la fonction de 'organe, et
ce quel que soit le modéle animal utilisé et quelle que soit la configuration d’irradiation ? La
premiere réponse vient de la « cible » des cellules souches exogénes. En effet, chaque tissu a besoin
d’un tres faible nombre de cellules souches endogenes afin de maintenir son intégrité. Nous avons
montré que les cellules souches transplantées potentialisent leur effet en agissant sur les cellules
souches endogenes afin de les protéger de la mort cellulaire et de favoriser leur prolifération. Le
résultat est, qu’avec trés peu de cellules exogénes présentes dans un tissu, on préserve le tissu des

effets délétéres de I'irradiation.

Reste a expliquer comment agissent a long terme ? Cela suppose que les CSM agissent sur
des cellules qui sont elles-meme présentes a long terme dans les tissus et qui ont un effet délétere
sur ce tissu. Elles peuvent laisser une ‘empreinte epignetique’ au niveau des cellules residentes. Les

CSM peuvent egalement laisser une ‘emreinte durable au niveau de la matrice-extracellulaire’. Un
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des acteurs essentiel de I'irradiation est I'inflammation chronique du tissu aboutissant a une fibrose,
puis une ulcération du tissu radiosensible. Nous avons montré qu’en agissant sur les effecteurs de
I'inflammation, les cellules souches injectées modifient la réponse inflammatoire. En effet, les CSM
modifient la polarisation des lymphocytes et des macrophages résidents et permettent de reverser a
long terme leurs effets inflammatoires. Ces cellules agissent donc comme des relais de | information
qui conserve a long terme les instructions des CSM. La question qui en découle est quel sont les

effecteurs impliqués ? Nous avons identifiés plusieurs effecteurs comme le PGE2, Wnt, HGF et TSG6.

Puisque tres peu de cellules s'implantent dans le tissu et uniquement pendant quelques
jours, la question d’augmenter la quantité et la fréquence d’injection est une étape incontournable
vers la clinique ? Nous avons déterminé la quantité optimale de cellules a injecter et montré que des

injections répétées permettent d’améliorer I'effet.

De nombreux pharmacologistes ont alors émis la question suivante : si le réle de ces cellules
est anti-inflammatoire, pourquoi ne pas utiliser un anti-inflammatoire classique, beaucoup moins
onéreux. En fait, de nombreux travaux ont constaté que la propriété majeure des cellules souches
transplantées est d’avoir un « dialogue » avec le tissu lésé afin de fournir les molécules nécessaires a
la régénération tissulaire. Cette capacité s’adaptant en fonction du type de dommage et également
dans le temps et impliquant des récepteurs appelés Toll-like-receptor. Nous avons donc essayé d’agir

sur ces récepteurs afin de potentialiser les traitements.

La notion de potentialisation souléve une autre question, est ce que le cotraitement
pharmacologique des cellules permettrait de potentialiser leur effet ? Nous avons effectivement
montré que dans le cas des dommages colorectaux, ou musculo-cutanés, les co-traitement

potentialisaient la régénération tissulaire.

Cette thérapie a-t-elle des limites ? C'est une question a laquelle nous ne pouvons répondre
quesur les Iésions colorectales ol nous avons observé que les cellules transplantées permettent la
régénération a la marge de la zone ulcérée. En ce qui concerne les dommages musculo-cutanés nous
avons constaté une action pour des zones irradiées a moins de 20 Gy (en combinaison avec un acte
chirurgical). Pour des dommages plus important, il faut envisager une stratégie de reconstruction, a
savoir avoir une stratégie d’ingénierie tissulaire qui consisterait a développer des modeéles de culture
en 3 dimensions pour remplacer les zones totalement lésées. Bien qu’ayant évalué I'efficacité des
CSM dans ces deux pathologies, la question demeure de leur efficacité dans d’autres pathologies

radio-induites, notamment au niveau de la vessie pour les radiothérapies pelviennes. Afin de
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répondre a cette question, notre laboratoire a débuté I'évaluation du traitement par thérapie

cellulaire des séquelles des cystites radiques ainsi que celles des radiothérapies osteo-mandibulaire.

Le passage en clinique impose de répondre a la question suivante existe-t-il une toxicité de ce
traitement ? Que ce soit une méta-analyse réalisée sur I'ensemble des essais cliniques ou bien nos

études précliniques, aucun effet secondaire n’a été mis en évidence.

Quelles sont les questions qui demeurent non résolues ?

D’autres types de cellules souches sont-elles utilisables dans ces pathologies ? Compte tenu

des avancées technologiques trés rapides dans ce domaine, nous avons débuté I'évaluation d’autres
sources de tissus et de cellules souches, comme les progéniteurs endothéliaux, les cellules gingivales
ou les iPS. Les avancées dans le domaine des microparticules nous ont permis de tester également

|"utilisation des exosomes dans le traitement des lésions musculo-cutanées.

Dans le cas d‘un acte de malveillance, avons-nous des solutions pour traiter un grand nombre
de patients rapidement ? Une des étapes onéreuse et longue de la thérapie cellulaire est la culture
cellulaire. L'idéal serait de pouvoir prélever les cellules et de les réinjecter sans étape de culture.
Nous venons de débuter I'évaluation d’une telle stratégie pour le traitement des lésions intestinales

lors d’un syndrome aigu d’irradiation.
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E. PERSPECTIVES

Les travaux auxquels j'ai participé, ainsi que ceux de la communauté scientifiqgue mondiale
ont démontré ces derniéres années que le traitement des lésions radio-induites par injection
systémique, ou localisée, de CSM présente une certaine efficacité thérapeutique. Cependant, ce
type de traitement se heurte encore a certaines limites, notamment lorsque les dommages sont

particulierement importants (volume tissulaire concerné, sévérité de la lésion).

Pour les prochaines années, le programme de recherche de I'IRSN en thérapie cellulaire aura
pour objectif de repousser les limites du traitement en potentialisant |'efficacité des cellules souches
tout en identifiant les modalités optimales d’administration. Les approches envisagées feront appel
aux dernieres avancées de la thérapie cellulaire, associées aux techniques utilisées en médecine

régénérative.

L’expertise du laboratoire et les nouvelles connaissances scientifiques dans le domaine de la
biologie des cellules souches seront utilisées pour le développement de traitements innovants, qui

en synergie avec 'injection des CSM, permettraient leur meilleure efficacité.

Dans l'objectif d’améliorer la régénération du tissu irradié, différentes approches ont été
sélectionnées : les iPS représentent une rupture technologique en thérapie cellulaire et offrent de
nouvelles possibilités de traitement. A partir de cellules souches issues de cellules adultes
reprogrammées (iPS), il est théoriquement possible d’obtenir toutes les cellules nécessaires a la
réparation des tissus, voire a la création d’organes complets et fonctionnels (Takahashi et al., 2007 ).
Par ailleurs, la bio-ingénierie tissulaire utilisant les CSM est un domaine de la thérapie cellulaire en
fort développement et offre de nouvelles perspectives de traitements. Cette approche combine
I'utilisation de matrices, de cellules souches et de cellules différenciées ; elle permettrait de

reconstruire des tissus complexes altérés par I'irradiation.
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1. La thérapie cellulaire pour le traitement des séquelles des
radiothérapies.

Dans le secteur médical, une expérience forte a été acquise par I'IRSN sur la compréhension
de l'action des cellules souches sur les processus physiopathologiques des complications des
radiothérapies de la sphére abdomino-pelvienne. Les différentes études ont permis de proposer aux
cliniciens de nouvelles stratégies thérapeutiques. L’efficacité du traitement par CSM, démontré dans
différents modeles animaux, a permis d’assurer un premier transfert clinique de ce traitement et une
premiere étude clinique de phase Il a été initiée. Ces interactions étroites avec les cliniciens ont
permis d’identifier une nouvelle problématique de Iésions importantes au niveau de la vessie (cystite
radique), trés invalidantes, suite aux radiothérapies abdomino-pelviennes et pour lesquelles aucun

traitement n’est disponible.

1. La thérapie cellulaire par les CSM pour le traitement des complications des PRD : essai

clinique de phase Il.

Nos travaux expérimentaux, effectués sur des modeéles précliniques, ont montré une action
pléiotropique des CSM leur permettant d’induire un bénéfice thérapeutique significatif sur les lésions
colorectales radio-induites. Sur la base de plusieurs de ces résultats, des traitements par CSM ont été
réalisés a titre compassionnel, chez 4 patients sur-irradiés d’Epinal souffrant de rectites radiques
grave (grade IV selon I’échelle SOMA-LENT) et réfractaires aux traitements symptomatiques
(collaboration CHU-Saint-Antoine/IRSN/Percy). Bien que [Iefficacité du traitement ait été
difficilement appréciable du fait de son caractére compassionnel, une efficacité des CSM a été
constatée concernant la diminution du nombre de diarrhées, I'arrét des rectorragies (chez 1 patient)

et la diminution des douleurs abdominales (chez 2 patients).

L’essai clinique PRISME est I'aboutissement de 10 années de recherches de notre Institut en
étroite collaboration avec des unités cliniques et de recherche. Cependant, ce n’est pas un
aboutissement mais le début d’un programme plus large. En effet, il s’agit de I'évaluation de
I'efficacité thérapeutique chez 12 patients atteint de PRD. La demande de financement a été
déposée fin 2013 et, depuis le protocole a été affiné en étroite concertation avec les cliniciens, les
radiothérapeutes, les chercheurs, les unités de thérapie cellulaire et également les autorités
réglementaires (DRCD, ANSM). Cet échange constant enrichit notre recherche en permanence et
nous permet de mieux I'orienter en fonctions des attentes de tous ces partenaires. La place de notre

laboratoire dans le déroulement du protocole clinique PRISME est une recherche translationnelle.
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Elle est basée sur notre forte expérience de I'action des CSM sur cette pathologie. Les principaux
modes d’action des CSM sur cette pathologie sont leur effet anti-inflammatoire, leur capacité
régénérative et leur effet sur la douleur. L'objectif de cette d’étude est de vérifier le bénéfice
fonctionnel d’une injection intraveineuse de CSM chez les patients. Les résultats cliniques montrent
que l'injection de CSM induit une régénération tissulaire, diminue les saignements et la douleur
comme cela a été démontré dans les maladies inflammatoires intestinales et confirmé dans un
modele préclinique de PRD. Les patients traités par CSM seront suivi depuis deux mois avant
I'injection de CSM et jusqu’ a deux ans apres traitement. Durant cette période, un grand nombre de
parametres seront mesurés pour évaluer |'effet des CSM et également surveiller I'absence d’effets
secondaires. L'objectif de cette d’étude est de vérifier le bénéfice fonctionnel d’une injection
intraveineuse de CSM chez les patients. L'injection de CSM module la réponse immunitaire. La
modification du pourcentage de circulation des sous-populations de lymphocytes T, de lymphocytes
B, de natural killer et de cellules présentatrices d’antigenes comme les monocytes et les cellules
dendritiques avant et aprés injection de CSM sera étudiée (cette étude s’effectuera avant le
traitement de CSM, juste avant la troisieme injection et a 4 mois de suivi). Tous ces tests
d’'immunomonitoring seront réalisés en collaboration avec le Pr. K. Tarte (EFS Rennes) sur la plate-
forme standardisée de France E-cell. En collaboration avec I'INSERM, 'lUMR 938, CRA, équipe du Pr F
Delhommeau, les marqueurs de régénération tissulaire, d’angiogenése, de stress oxydatif, d’hypoxie
et d’angiogenése seront mesurés chez les patients avant traitement, puis aprées l'injection de CSM.
Les mesures seront réalisés dans le sang, les selles et les urines (2 mois et 15 jours avant traitement,
puis aux jours 0, 7, 15, 2 mois et 4 mois apres la premiere injection). Les résultats seront corrélés a un

suivi clinique trés complet de chaque patient.

Dans le cadre de PRISME et ce de facon complémentaire, nous souhaiterions mettre en place
un Programme de Recherche Translationnelle visant a améliorer le diagnostic et les indicateurs
d’efficacité du traitement par CSM et ce, concernant la douleur viscérale. L’évaluation clinique de la
douleur passe par des réponses subjectives des patients a des questionnaires sur le retentissement
de leur douleur chronique au niveau de leur qualité de vie (ANAES), sur leur état émotionnel (HADS),
sur leur état global de santé et, enfin, sur 'intensité de la douleur qu’ils pergoivent. Il est donc
important, pour une étude robuste, d’identifier des bio-marqueurs d’efficacité thérapeutique. Une
étude sur une cohorte de 72 patients traités pour des radiothérapies du cancer du sein a montré une
diminution significative de la douleur (Cavigiolli et al., 2013). Cette étude confirme nos résultats
préclininiques et cliniques (Tamarat et al., 2012 ; Voswinkel et al., 2013) Au regard des résultats de la
littérature (Erikson et al., 2002 ; Wilkinson et al., 2006 ; Kuo et al., 2014) et de nos propres résultats

expérimentaux (Durand et al., 2015), les cibles identifiées et testées seront les facteurs libérés par les
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mastocytes. Nous nous intéresserons plus particulierement a une des sérines protéinases, la tryptase

et a son récepteur PAR-2.

Au final, PRISME montre que notre compétence est de plus en plus cruciale pour élaborer
des stratégies thérapeutiques, que les recherches translationnelles menées sur les essais cliniques
sont un puissant outil pour améliorer nos stratégies thérapeutiques et qu’il est nécessaire d’étendre
rapidement le réseau des laboratoires capables de participer a ces types d’essais cliniques au niveau
national (le service de chirurgie générale et digestive (Chef de service : Pr. Emmanuel TIRET sera
intégré a PRISME). Il est également indispensable d’intégrer des réseaux de radiothérapeutes
(Société Francgaise de radiothérapie Oncologique) afin de créer une alternative thérapeutique fiable
pour tous les patients souffrant de séquelles chroniques séveres de radiothérapies et pour lesquels

les traitements actuels sont palliatifs.

2. Utilisation de la bio-ingénierie tissulaire pour limiter les cystites radiques

Les cystites hémorragiques induites suites aux radiothérapies sont caractérisées par une
détérioration progressive, induite par une réduction de la densité des petits vaisseaux sanguins et
par I'inflammation tissulaire chronique. Le tissu normal est progressivement remplacé par du tissu
fibreux dense (fibrose). Cela est souvent aggravé par les dégats secondaires en raison d’infection ou
d’une intervention chirurgicale dans la zone touchée. Cette Iésion, induite par les rayonnements, est
progressive et peut atteindre un point critique ou les tissus se décomposent et forment un ulcere ou

des tissus nécrosés (Lee et al., 2003, Trotman et al., 1999).

Les mécanismes d’induction de la cystite radique incluent :

- Le passage d’irritants tels que la caféine ou l'urokinase a travers |'urothélium, causant
I'inflammation chronique de la vessie ainsi que la destruction ou la dysfonction de la couche de

glycosaminoglycanes (Parsons et al., 2011)

- La sécrétion chronique d’histamine par les mastocytes, induisant des dommages a

I"'urothélium, une inflammation chronique et des douleurs (Sant et al., 2007).

- La pyroptose, principale cause d’hyperplasie et de mort des cellules musculaires de la vessie
au cours de la cystite hémorragique. Ce phénomeéne entraine notamment la production de ROS ainsi

que la sécrétion de cytokines par les cellules immunitaires (Lee and Lee, 2013).
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Les cystites hémorragiques provoquent des douleurs extrémes et des hématuries. Dans sa
forme séveére, la cystite hémorragique détériore la qualité de vie, prolonge I’hospitalisation et peut
étre une complication mortelle. La gestion actuelle des cystites hémorragiques réfractaires implique
des agents oraux et intravésicaux qui ont un effet transitoire et peuvent induire de graves
complications. Ces agents agissent en provoquant la corrosion chimique de I'urothélium de vessie et
coagulent les tissus pour arréter le saignement. Par exemple, le traitement par le formol comporte
des effets secondaires graves, y compris la fibrose de la vessie, la rupture de la vessie, une
insuffisance rénale et la mort. L'oxygénothérapie a un effet transitoire et augmente le risque de
récidive du cancer. Le traitement chirurgical, la cystectomie, est associé a un risque élevé de
complications peropératoires et de mortalité et, en tant que tel, doit rester un dernier recours pour
controler le saignement (Haldar et al,, 2010 ; Liem et al., 2015). Il existe actuellement plusieurs
essais cliniques en cours de phase a phase lll pour le traitement de la cystite hémorragique sans
résultat pour I'instant (NCT01561352, NCT01659723, NCT00134628, NCT01295645, NCT02174536).
La phase lll consiste en une étude comparative d'efficacité proprement dite. Elle compare le
traitement soit a un placebo, soit a un traitement de référence. En revanche, les CSM ont démontré
leur efficacité thérapeutique. La cystite hémorragique est I'une des conséquences des greffes de CSH
lors d’une transplantation allogénique. Dix patients ont été traités avec des CSM par voie
intraveineuse. Chez cinq patients, la cystite hémorragique sévére a été supprimée apres un délai de 1

a 14 jours apreés I'injection de CSM (Ringden et al. ; 2007).

A notre connaissance il existe une lacune au niveau du traitement par thérapie cellulaire des
cystites hémorragiques induite par l'irradiation, alors que le modéle est bien documenté chez le rat
pour des inflammations vésicales induites par injection intrapéritonéal de cyclophosphamide (Bury et

al., 2015).

En collaboration avec le professeur René You (Ho6pital Henri Mondor, service d'Urologie) ,
nous étudierons ['efficacité des CSM sur cette pathologie. Dans un premier temps nous
déterminerons la configuration d’irradiation (en dose unique) permettant d’obtenir sur la vessie une
inflammation sévére, une congestion vasculaire, un cedéme sévére, une hémorragie, une infiltration
de cellules inflammatoires dans la lamina propria, et une dénudation épithéliale. Dans un second
temps, en se basant sur le protocole de I‘essai clinique qui a montré un bénéfice thérapeutique par
les CSM, nous évaluerons I'efficacité du traitement par injection intraveineuse sur I'évolution de la
cystite. Puis, nous nous intéresserons a des lésions plus séveres. Pour des ulcérations graves
correspondant a des patients qui ont besoin de cystoplastie, des techniques d’ingénierie tissulaire

seront envisagées. Il a été précédemment montré que des feuillets cellulaires composés de cellules
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souches implantées dans les vessies repeuplent et réorganisent I'organe plus rapidement et limitent
la fibrose. De plus, un essai clinique mené chez 7 patients a montré que I'implantation d’un tissu de
vessie, créée a partir de cellules autologues cultivées sur un feuillet et enveloppé dans I'épiploon
(omentum), permet un bénéfice thérapeutique durable chez les patients qui ont besoin de
cystoplastie. Ces résultats sont en faveur de I'utilisation de feuillets de CSM pour le traitement des

cystites hémorragiques induites par 'irradiation.

Nous évaluerons |'apport des CSM dans des biomatériaux comme nouvelle approche
thérapeutique. Dans de nombreuses applications cliniques, I'utilisation de biomatériaux permet de
potentialiser I'efficacité de la thérapie cellulaire. Des résultats prometteurs ont été obtenus par notre
laboratoire au niveau du colon irradié en utilisant des CSM protégées dans un hydrogel. En
collaboration avec le Professeur René You (H6pital Henri Mondor, Service d'Urologie), nous mettrons
en place un « nouveau » biomatériau afin d’augmenter I'efficacité thérapeutique des CSM. L’'intérét
des biomatériaux en thérapie cellulaire est d’offrir un microenvironnement adapté a I'implantation
des cellules souches, en favorisant notamment les interactions nécessaires a la survie et a la
différenciation cellulaire. Cette stratégie de médecine régénérative sera utilisée afin de proposer une
alternative thérapeutique, non invalidante, aux cystites radiques. L'objectif est de préserver les
propriétés anti-inflammatoires, pro-angiogéniques et antifibrotiqgues des CSM. Le bénéfice
thérapeutique de cette stratégie sera évalué sur un modele de cystite radique chez le rat (Soler et al.

2011 ; Giglio et al., 2016).
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2. La thérapie cellulaire pour le traitement des syndromes radio-
induits (SGI) résultant d’expositions accidentelles; Stratégies
thérapeutiques du syndrome gastro-intestinal.

Les différents scénarios de crise radiologique et nucléaire incluent des risques liés aux
expositions externes induisant potentiellement des syndromes musculo-cutané, hématopoiétique,
gastro-intestinal et des lésions combinées. Les recherches menées dans ce programme ont pour
objectif de faire émerger, et de valider, de nouveaux traitements en particulier pour les syndromes
ne disposant pas de traitement efficace a ce jour, i.e. le syndrome cutané radio-induit et le syndrome
gastro-intestinal. La question se pose de savoir si ces traitements par injection de produit de thérapie
cellulaire peuvent s’appliquer a de nouvelles cibles tissulaires. Par ailleurs, ces traitements restent, a
ce jour, lourds a mettre en ceuvre. lls nécessitent I'identification de donneurs compatibles et des
procédures longues et complexes de préparation des produits de thérapie cellulaire. Les situations
d’accident radiologique ou nucléaire peuvent engager un nombre important de victimes, ce qui pose
également la question de la disponibilité de ces produits. Mes recherches, au cours de ces 5
prochaines années participeront au développement de nouveaux traitements pour le SGI dont la
prise en charge a ce jour est inefficace. Mon travail s’inscrira au sein de trois approches développées
par I'Institut a des degrés d’avancement technologique différents : les thérapies développées seront
évalueés au regard de leur potentiel transfert clinique a court terme (différentes fractions du tissu

adipeux), a moyen terme (exosomes) ou a long terme (haplobanque de cellules souches issues d’IPS).

Le SGI est un syndrome complexe engageant rapidement le pronostic vital du patient. A ce

jour, il n’existe pas de traitement efficace pour ces patients, la prise en charge est de type palliatif.

Pour traiter un grand nombre de patients dont aucune autre pathologie n’est décelable au
moment du traitement, seule une biothérapie a faible cout et sans grande contrainte réglementaire
est envisageable. Une seule source de cellules souches répond a ces critéres, il s’agit de la fraction
vasculaire stromale issue du tissu adipeux (SVF). Le traitement a déja démontré son efficacité dans le
traitement des séquelles tardives de la radiothérapie pour le traitement du cancer du sein (Rigotti et
al., 2007, 210, 2012 ; Akita et al., 2010, 2012 ; Villani et al., 2010 ; Cavigioli et al., 2011, 2012). Les
cellules sont isolées du tissu adipeux en une heure. Les cellules générées par ce processus sont
constituées de cellules endothéliales micro-vasculaires, de cellules musculaires lisses vasculaires et
de péricytes, des CSH, des cellules mésenchymateuses et des cellules immunitaires. Le patient n’a

pas besoin d’étre hospitalisé, seule une anesthésie locale est requise, le traitement est réalisable
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rapidement et ne nécessite pas d’autorisation de I’AFSSAPS, son cout est d’une centaine d’euro. Une

étude préclinique sera mise en place afin de démontrer la faisabilité d’un tel traitement.

D’autre part, les IPS paraissent dans un avenir assez proche pouvoir révolutionner
I’'ensemble des pratiques médicales. Le recours a des haplo banques de cellules souches issues d’iPS
couvrirait les besoins de la population (Gouraud et al.,, 2015). Un essai clinique a déja eu lieu au
Japon pour traiter la dégénérescence maculaire (Mandai et al., 2017). Le besoin de banque d’iPS est
immense et est illustré par les dons d’organes. En 2015, 21400 personnes étaient en attente d’un
organe et seules 5746 ont été greffées, 553 sont décédés de ne pas avoir recu d’organe (source
dondorgane.fr). La pénurie d’organes conjuguée au développement rapide de la bioingénierie
tissulaire impliquent qu’a I'avenir la thérapie cellulaire aura recours a ces techniques, notamment
pour le traitement des séquelles des irradiations. Avec le projet GIPSIS, nous avons franchi une étape
cruciale en ce sens, a savoir la reconstitution d’un tissu humain fonctionnel. Nous avons montré que
ces cellules ont la capacité de générer des CSH et des cellules endothéliales. Notre objectif est de
progresser vers la clinique. Un projet « Astrid-maturation » sera déposé avec |'ensemble des
partenaires académiques spécialistes en ce domaine (Pr Jaffredo, UPMC Laboratoire de Biologie du
Développement, Dr Raslova INSERM, UMR 1170, Equipe labellisée Ligue Nationale contre le Cancer,
Gustave Roussy, Pr Delhommeau AP-HP, Hopital Saint-Antoine & Hoépital Armand-Trousseau, service
d'hématologie biologique), et une unité de thérapie cellulaire (Ecell-France, EFS H Mondor, Dr.
Rouard et Dr. Chevaillier) en concertation avec 'URC-Est (unité de recherche clinique de I'est
parisien). Ce projet permettra d’apporter I'ensemble des réponses pour un dépot de protocole
cliniqgue a ’'ANSM (reprogrammation non intégrative, choix du clone, absence de mutations sur 50
hot spots, process GMP, greffon sans contamination d’iPS, biodistribution a long terme et absence de
tératome, production par une unité de thérapie cellulaire labellisée). L’absence de traitement pour
les complications digestives ainsi que les propriétés des greffons issus d’IPS (hémangioblastes) nous
focaliseront sur les capacités de ces cellules a préserver I'intestin des dommages du SAl. S’appuyant
sur les cibles thérapeutiques identifiées qui sont la protection de la muqueuse et la vascularisation,
nous vérifierons I'hypothese suivant laquelle I'utilisation des hémangioblastes différenciés a partir
des iPS permettrait le traitement des complications digestives. Nous nous focaliserons sur les
capacités de ces cellules a préserver |'intestin des dommages du SAl et sur I'ensemble des différents

parametres physiopathologiques du SGI décrit précédemment.

La conjonction de greffon de grade clinique, associée a la protection des dommages a

I'intestin pourrait fournir la nouvelle alternative thérapeutique au SAl dans la prochaine décénnie.
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2012 A Chapel. Cellules Souches Mésenchymateuses et réparation tissulaire Paris 15-16 décembre

Hépital Pitié-Salpétriere, 2éme Colloque du réseau USCI (UPMC Stem Cell Initiative).

2012 A Chapel, Benderitter M, Lataillade JJ, GorinNC, and Gourmelon P. Stem cell therapy for the
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conference.

2012. A Chapel, Benderitter M, Lataillade JJ, GorinNC, and Gourmelon P. Stem cell therapy for the

treatment of radiation - induced normal tissue damage. EBMT 2012 - Geneva, Switzerland - 1- 4. April.

2012 NC Gorin, M Benderitter, A Chapel. Nuclear Accidents Session: Controversies in Emergency
Preparedness for a major radiation incident Is multi-organ dysfunction/failure an inevitable

consequence of high-dose total body irradiation? EBMT 2012 - Geneva, Switzerland - 1- 4. April .

2012 Jan Voswinkel, Norbert Claude Gorin, Jean-Marc Simon, Jean-Jaques Lataillade, Marc
Benderitter, Patrick Gourmelon, Loic Fouillard, S. Francois, A. Chapel. Mesenchymal stromal cells for
irradiation-induced gastro-intestinal lesions: first experiences in four over-irradiated patients. Cellular,

Gene therapies and Cytokines.

2012 A Chapel . Cellules souches mésenchymateuses et radiothérapie Cergy-Pontoise, 06 décembre ,

Xi éme Journée de la Génomique de I’EBI : Thérapie cellulaire et innovations thérapeutiques.

2011 A Chapel. Successful therapy by allogeneic Mesenchymal Stem Cells (MSC) in three patients
with irradiation-induced gastrointestinal lesions Paris, Jeudi 27 et vendredi 28 octobre 2011 - Pullman

Rive Gauche, Congres de la SFGM-TC (Société Francaise de Greffe de moelle et de Thérapie Cellulaire).

2011 A Chapel. Cellules Souches Mésenchymateuses et biosécurité. Reims 28-30 septembre, Société

frangaise de bioingéniérie Cellulaire et Tissulaire.
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2011 A Chapel. Mesenchymal Stem Cell ameliorates severe radiation pelvic complication: clinical
transfer Warszawa, Poland, 27 August — 1 September, 14th International Congress of Radiation

Research.

2011 A Chapel. Stem Cell; a review of preclinical data Paris, 6 Avril 2011, European group for Blood

and marrow transplantation.Mesenchymal.

2011 A Chapel. Cellules souches mésenchymateuses et stratégies antitumorales Cergy-Pontoise, 15

avril, X éme Journée de la Génomique de I’EBI : Thérapie cellulaire et innovations thérapeutiques.

2008 A Chapel, A Semont, S Francois, M Mouiseddine, NC Gorin, P Gourmelon Human Mesenchymal
Stem Cells accelerate the healing of skin and increase intestinal recovery after radiation injury 29

febr-01 march 30th Annual Meeting of Japan Society Hematopoietic Cell Transplantation.

Organisateur de congres

2016 World Biotechnology Congress July, Boston USA. Scientific comity, Chair at Session
Regenerative Medicine: stem cells, gene therapy, tissue engineering, cell based therapy, cell

cultivation. Organisation d’une Session de 7 speakers.

2013 World Biotechnology Congress June 3-6, Boston USA. Scientific comity, Chair at  Session
Regenerative Medicine: stem cells, gene therapy, tissue engineering, cell based therapy, cell

cultivation. Organisation d’une Session de 15 Speakers.

2011 EBMT, Paris, 3rd - 6th April, Annual Congress of European Bone Marrow Transplantation,

France.

2003 ISEH , Paris, France, July 5-8, 2003 : 32nd Annual Meeting of the International Society for

Experimental Hematology, France.
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2017 «Ecole Centrale Paris, Institut Pasteur, Réseau International des Instituts Pasteur, Ecole

Polytechnique, Arts et Métiers ParisTech, Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles de

la Ville de Paris, Université de Technologie de Compiegne, CEA, Labex BioPsy, AP-HP» Appel a
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2016 «Ecole Centrale Paris, Institut Pasteur, Réseau International des Instituts Pasteur, Ecole

Polytechnique, Arts et Métiers ParisTech, Ecole Supérieure de Physiqgue et de Chimie Industrielles de
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2015 «Ecole Centrale Paris, Institut Pasteur, Réseau International des Instituts Pasteur, Ecole

Polytechnique, Arts et Métiers ParisTech, Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles de
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PN-II-RU-TE-2014-4-0716. Development and experimental validation of a distal model for
simulation and control of the thermal effect induced by radiation for medical use
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Cells as Seed in Bone Tissue Engineering

PN-II-RU-TE-2014-4-1298. Adaptive radiotherapy treatment planning using Diffusion - MR
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mesenchymal stem cells transfected with MATH-1 gene

PN-1I-RU-TE-2014-4-2431. Reactivity of neoplastic and normal cells to the action of cold
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Broad Medical Research Program for IBD
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Research Grant (CBRG),
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biomedical implantable

PN-II-PT-PCCA-2013-4-1575 DNA based porous three-dimensional (3D) nano-biotechnological
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. New anticancer compounds identified in potato, Solanum chacoense and their
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2007 Israel Science Foundation (ISF) research proposal Uri Oron, Application no: 757/08: Beneficial

effects of implantation and recruitment of stem cells after low energy laser irradiation on the
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clinical use — EA 3952 University of Paris 12.
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World Journal of Stem Cells

World Journal of Gastrointestinal Surgery

World Journal of Radiology

The Open Gene Therapy Journal

Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research
Research Journal of Developmental Biology

Journal of Toxicology and Health

Recent patents on regenerative medicine

Zeal Scienza

Analytical cellular pathology

Scientific Reports, journal from Nature Publishing Group,
Austin Leukemia

Translational Genetics and Genomics

AIMS Cell and Tissue Engineering

Journal of Stem Cell Research

Annals of Stem Cell Research & Therapy

American Journal of Leukemia research
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World Research Journal of Gene Therapy (octobre 2012)
Translational Genetics and Genomics (mai 2016)

Sociétés savantes

ASH American Society of Hematology

EBMT European Bone Marow transplantation

ISCT International Society of Cell Therapy

SFGM-TC Société Francaise de Greffe moelle et de thérapie cellulaire
ISSCR International Society for Stem Cell research
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Abstract

Background Recent studies have suggested that ex ovive expansion
of autologous hematopoietic cells could be a therapy of choice o
the treatment of bone marow fhilure. We investigated the potential
of 2 combined infusion of autologous ex vovo expanded hemalopod-
etic cells with mesenchymal (MSCs) for the reatment of  muld-
organ failure syndrome following irradiation a8 non-human prioute
model.

Methods Hematopoietic ceils and MSCs were expanded from bone marrow
aspirates. MS5Cs were vansduced with the gene encoding for the green
fluorescent protein (e-GEFP), in order to track them following infusion, Twelve
animals were studied. MNine animals received total-body irradiation at 8
Gv from a neutron/gamma source thus resulting in heterogenenus exposure;
three animals were shame-irradiated. The animals were treated with expanded
hematopoictic stem eclls and MSCs, expanded hematopoietic stem cells alone,
or M5Cs atone, Unmanipulated hone marrow cell mransplunes were used as
comtrols.

Results  Depending on the nentron/gammu ratio, an scute radiation sickness
of varying severity but of similar nature resulted. GFP-labeled cells were found
in the injured muscle; skin, hone marrow and gur of the rreated animals via
PCR up to 82 days post-infusion,

Conclusions  This iz the first evidence of expanded MSCs homing in
numerous  tissues following a severe multi-arzan injury in primates,
Localization of the mansdouced MSCs correlated 1o the severity and geametry
of irradiation. A repair process was observed in various tissues, The plasticity
patential of the MSCs and rheir contributian to the repair process in v
remains to be studied. Copyright 0 2003 John Wiley & Sons, Lid.

Keywords o vive expansion; bematopoletic cell. mesenchymal siem cell;
iradiation; homing: aplasia

Introduction

The therapeutic potential of bone  marrow  derived  mesenchymal
stem cells (MSCs) has recently heen brought into the spotlight of
many felds of research., The therapeutic potendal of bone marrow
derived mesenchymal stem cells (MSCs) has recently been brought
inte the spotlight of many [(iclds of rescarch, Not only are these
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cells able o misrate to injured or defective tissues of
different origin, but their progenies are also able to
acquire a different phenenype in accordance with tissues
to which they home [1]. Furthermore, it has been shown
that M5C: of bone martow erlgin could hasten the
hematopoieric recovery when infused simultaneously with
hematopoietic stem cellz In non-human primares [2] and
in humans [3-5]. Altogether, the therapeutic potential
associated with these properties appears significant and
may have many applications, One such applicatdon i3
the repair of injured tissues arising from side effects of
radiation treaunents or accidental radiation exposure,
Accidental acute radiation sickness may be a model to
study both the rtransdifferentiation potential of MSCs
and the power to accelernte hematopoietic recovery,
Indeed, following a radiation accident, a multl-orzan
failure cocurs, Depending on the energy, the dose, the
dose rate and the geomerry of the exposure, hone
marrow aplasia can be combined with gastrointestinal
syndrome, skin burns, muscle radiolvsis, lung injury
andsor central nervous systemn  fatlure among other
problems [6]. Untl now, each of the main aspects oaf
these disorders has been handled separatelv as a single
disease, Bone marrow transplantation or sdministration
of hematopoietic growth factor has been used with
mitigated success to rrear radiarion-induced bone marrow
aplasia, the first organ failure o appear due o the
high radiatian sensitivity of the hematopoietic sysiem.
Hecent works have sugpested that e vivo expansion of
hematopoietic stem cells (HSCs) could he a therapeutic
option in this setting [7-9]. However, no therapeutic
strategy taking into account the injuries to the other
organs has proven successtul. We hypothesized that using
MSCs as a source of cells able to home 1o various
tissues and o repair the widespread damage induced by
rradiation might be an interesting therapeutic sirategy.
We therefore investigated the porential of combining ex
vive expansion of HSCs with ex vivo expanded MSCs for
the treatment of acute radiation syndrome in a non-
human primate (NHP) model. HSC: and MSCs were
taken from the bone marrow and expanded, A sample
of MSCs was transduced with the gene encoding for
the enhanced green Huarescent prowein (¢GFP), in arder
to track them in the orsanism: Twelve animals were
studied. Mine animals received total-body irradiation
al 8 Gy from a neuton/gamma source, thus resulting
in heterogeneous exposure; three animals were sham-
irradiated. Depending on the nedtron/gamma ratio, an
acute radiation sickness of varying severity, but of the
same nature, could be produced. Three animals received
expanded HSCs alone, one animal received expanded
MSCs alone, two animals received unmanipulared bone
marrow, and three animals received expanded HS5Cs and
MSCs, We report on the resolts of this study, which
showed that both therapeutic ohjecrives were reached,
namely the presence of MSCs in the injured Llissues and
a better hematopoietic recovery for the surviving animals
treated with expanded cells than for animals reated with
unmanipulated bone marrow cells.

Copyright £ 2003 John Wiley & Sons, Lud,
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Materials and methods

Animals

A proup of 12 healthy voung male macaques {(Macaca fes-
cieularis), mean weight 5.2 = 1.5 ky (range 3.5-7.9 ke),
was used as previously described [8]. All experimental
procedures for NHP were approved by the Animal Care
Committee of the Institute of Nuclear Radioprotection and
Safery (IRSN} and conformed o the French regulations
for animal experimentation {Ministry of Agriculture Act
1o B7-848, October 19th, 1987, modified May, 2001},

Ex vivo expansion of MSCs

Isolation of NHP-MSCs from bone marrow
aspirate samples

Bone marrow  aspirates were drawn bilaterally  inte
sodium  heparin {final concentration af 200 LUi/mi)
from the iliac crest of animals anesthetized under
Ketamine/Xylazine anesthesia. Samples were shipped at
room temperature (hetween 19-23°C) via overnight
setvice for processing in the cell colture ldboratory
within 48 l. The bone marrow was processed according
o procedures  previously  described [2] with some
modifications. Briefly, marrows were diluted 1:2 with
~25 ml of Dulbecca’s phosphate-buffered saline (DPBES;
Gibeo, Grand Island, NY, USA) and centrifuged at ~900 g
(2000 rpm) for 10 min at 21 °C. Pellets were collected,
resuspended at 1:20 with ~25 ml DPBS and counte.
The resulting cell pellet was lavered onto an ACT denslwy
gradient {1.072 gms/ml; Dendreon, Seartle, WA, USA)
with up to 3.5 eB nucleated cells and centrifuged at
1100w (2200 rpm) for 30 min at 21°C. Light density
lavers were collected and rinsed again in DPBS as
described sbove and then nucleated cells were counted
ont 4 haecmocytometer, The cells were plared onto culure
plastic (Nunc, Naperville, IL, USA) at ~1.6 é5 nucleated
cells per ¢cim? in ‘complete’ medium, which consisted of
Dulbecca's modified Fagle's medium-low glucose (DMEM-
LG: Gibeo, Grand Island, NY, USA), 1% penicillin-
streptomyein solution (Gibeo) and 10% FBS (Hyclone,
Logan, UT, USA), which was prescreened for MSCs
according to previously described methods [10]. Medium
was replaced every third or fourth day for approximarely
3 weeks or until primary (PO) confluence, when swirling
colonies had occupied mest space on the culture plasric:

Culture and subculture of NHP marrow

Primary cultures {PO) were released from culture with
0:25% twypsin in 1.0 mM (Gibco): The cell suspension
was collected off the plares, centrifuged, and rinsed again
as deseribed above, Cells were resuspended in serum-
containing medium and counted, then replated onto
culture plastic at 5-6 e3 cells/em [2)]. Complete medium
was replaced every 3 or 4 days for 7-10 davs, until the
culture surface camprised a confluent monolayer of cells.

T fiene Wed 2003 5 T028- 1038,
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AL thar time the oypsinization process was repeared and
cultures were ervopreserved for shipping [2,10],

Viral vector and packaging cell line

The pSF-EGFP plasmid was kindly provided by H
de Vernewil (Laboratoire de Dbiochimie meédicale ot
biologie moléculaire, université de Bordeaus T, The
pscudaryped retrovirus producer cell line PG L3/pSF-EGFP
was developed by transducing the PGI3 packaging cell
line (ATCC-CRL 10686) [117, The producer cell line
was cloned and subeloned as previously described [12].
PGI3/5F-EGFP subclone was propagated in culmre in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Invitrogen,
Groningen, The MNetherlands) supplemented with 108
fetal calf serum (FCS) and kept at 37 -C with 5% CO; in
a humidified atmosphere. The viral titer of the cell lines
used was 10° ta 107 infectous particles/m| a5 determined
by supernatant titration on cultured human Hela cells,

Retrovirus-mediated transductions of
MSCs

A fraction of expanded MSCs was thawed 2 weeks before
MHE irradiations. The M5Cs were seeded ar 0.25 = 10°
cells in T 75-em? flasks in 10 ml of DMEM supplemented
with 10% FCS (Invitrogen). MSCs were transduced
Zdavs following plating, when a sandard of £0%
confluence of MSCs was reached . Anuntransduced conteol
was performed. Supernatants containing recombinant
tetroviral pardeles were generated by culturing 80%
confluent producer cells for 12 k. The cultures were
maintained at 37°C with 3% CO; in & humidified
atmosphere. The culture Supernatant was subsequently
produced and fltered through a 0.45-um fler. The
MSCs were incubated with the supernatant for 5h
in the presence of 10ue/ml of Polvbrene (Sigma-
Aldrich, St Louis, M1, USA). The supernasant was then
removed and rephiced by fresh DMEM supplemented
with 10% FCS for 19 h of culture, This procedure was
repeated daily for 4 days. The expression of the eGFP
transgene was evaluated daily by insim visualization
of the cells with an inverted Huorescence microscope.
Following transduction, MSCs were harvested and the
transduction efficiency was assessed by fow cyvtometry.
Counterstaining of the cells with monoclonal amibodies
against CD73 (SH3, CDT3 PE, Becton-Dickinson) and
CO105 (5H2, C-105 PE, Argene SA) was performed.
Lack of hematopoietic cell contaminants was controfled
by counterstaining the cells with monoclonal antibodies
against CD45 (CD-45 PE, Argene SA).

Ex vivo expansion of BMMNCs
Bone marrow mononuclear cells (BMMNCs, 2= 107

cells/ml) were cultured as previously described [B],
Briefly, cells were cultured in the presence of recombinant

Copyright © 2000 John Wiley & Sons, Lid
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human (rh) stem cell factor (SCF, 100 ng/ml), Fle3-lizand
{FL, 100ng/mb, thrombopoietin (TPO, 100 ng/ml),
interleukin-6 (IL-6, Sngsmll (all from R&D Systems,
Abingdon, UK), and recombinant primate IL-3 (5 ng/ml,
A generpus gift from G, Wagemaker) [12]. Culrures were
incubated for 7 days at 37 °C in humidified atmosphere
with 5% COs without any medium change: The cells
were stained with CFSE (5-{and 6 Jcarboxytluorescein
diacetate succinimidyl ester; Molecular Probes; Leiden,
The Netherlands) by incubating for 15 min at 37 °C in the
presence of 5 pM final concentration of CFSE, washed and
immediately reinjected intravenously (iv.) intodrradiated
animals,

Apoptosis estimate procedures, phenotyping of hema.
topoietic cells, hematopoietic progenitor and long-Lerm
culture-initiating cell (LTC-1C) assays were performed as
previously described [8].

Animal irradiation

Animals were given a single dose of 8 Gy total-body
irradintion from an experimental nuclear reactor (Silene
reacar, Valdue, France) delivering a mixed field of either
904 gamma rays and 10% newtrons, or 50% gamima
rays and 50% neutrons, with a mean dose rate af 6.7
Gy/min. Physical dosimetry by g thermoluminescence
dosimeter [13] indicared thar the expected doses were
obtained in the median plane of the animal bady. This
was confirmed with bislogical dosimerry by scoring of
dicentrics [14], which indeed gave estumated whole body
doses of irradiation in the range of £5 to 10% as compared
with the expected dose.

Experimental schedule

A summary of the experimental schedule is presented
in Table 1. Five weatment groups were used. Group |

Table 1. Weight, age, and irradiation canditions for each animal
used in this study

Treatment Anmmal wiy  Irradiation
greup identification  Weght e ratic dose®
Sham M383 6:55 i - UGy
1736 43 357 0 Gy
Yash 4.05 . = 0 Gy
Unmanipulated 1682 %13 35 el B Gy
BEAMMNCS Y182 3.75 25 31 By
T-day 0554 7.05 B 1:1 8y
expanded H5%Cs 1597 480 C 1:1 80y
AA2TE 3450 i 51 B Gy
T-day 0720 7.450 B=" 1:1 B Gy
expanded H3Cs: 1760 41 3.4t 1z BGy
and MSCs Ya3h 405 2.5 91 8 Gy
M5Cs alone 5076 f.650 6 11 B Gy
M =50 5154149 41377 n.a n.a.
Ranga 345-7.8% -7

*leradiation dose indicated is the mean dose obtamed in the median plane
of the hody according to physical dosimetry (not shown)
**Estimated age, on the basis of animal morphalegy,

J e Sed 2003 50 TO2E - 1058,
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consisted of three sham-rradiated animals thar did noc
received any graft. Group 11 consisted of two animals
that received 3 = 107/kg unmanipulated BMMNCs after
TBI: group I comprised three animals thar after TBI
received the 7 davs e vive expansion product of 3 » 107
BMMNC per kg of body weight, Group IV consisted of
three anjmals receiving ex vivo expanded BMMNGCs and
expanded MSCs post TBL Gloup V included one animal
that received only an MSC transplantation pust TRL Bone
marrow sampling for ex vive expanded BMMNCs and
unmanipulated BMMNC rransplantation was made 6 days
betore irradiatlen, and bone marrow sampling for MSC
expansion was made 8 weeks before irradiation.

Follow-up

Animals were weated post-irradiation as previoushy
described [8]. At antapsy, organ samples were larvested
and fixed in lormalin for 24 h and paraffin-embedded.
Samples- were then cul in 3-pum secrions, fixed on
histological slides and stained with hematoxilin-cosin-
safran (HES). Organ sumples were also frozen rapidiy in
liguid nitrogen for PCR dewction of MSCs,

PCR analysis

Genomic DNA for PCR analysis was prepared from
tissues using a OlAmp tssue kit {Qiagen, Hilden, Ger
many}. Amplification was performed using manufacturer:
provided resgemis following the standard recommended
amplification  condivions  [(Applied Biosvstems, Foster
City, CA, USA) as previcusly described [15,16], Puri-
fied DNA (100 ng) [romn various tissues was ampli-
fied using the TagMan universal PCR master mix
4304437 (Applied Biosvtems), with ¢GFP and hera-
actin primers and probe (Tag man beta-actin con-
trol reagent 401846; Applied Biosvtems). The primers
and probe were designed with Primer Express soft-
ware (Applied Biosytems). The primers and probe for
eGFP were forward primer 5'ctegtgaccaccetgaccrac 3
and 3' reverse primer 5laagaagatgergcecices3’. The
probe labeled with fluorescent reporter and quencher
was: 5 FAM-cocgaccacatgaageageses- TAMRA-3 . FAM (6.
carboxyfluoresceind was used as a reparter uorachrome
and TAMRA (b-carboxytetramethylrhodamine) was used
as quencher. The probe was chosen in order 1o hybridize
with an internal sequence of the PCR target sequence.
With each eyele, the fluorescence intensity of addirtional
reporicr dye molecules was monitored. Threshold cyeles
{Ct) were selected in the line in which all samples were in
logarithmic phase. The quantity of the PCR product was
calenlated by the Crvalue,

Negative contrals consisted of normal tlssues from
control NHPs extracted concurrently with each set
of test samples and a reagent control, In order to
determine the efficiency of amplification and the assay
precision, calibration curves were constructed with a
0.99 correlation (1) and efficiencies greater than 98%,

Copyright = I Jokn Wiley & Sons, Lxd
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Titration owves were established by making  serial
dilutions of eGFP plasmid (pEGFP, Clontech) or scrial
dilutions of genomic NHP DNA. The copy number of
eGFP plasmid was assessed following 260 nm aptical
density (0D} messurement, Ten-fold dilution series were
performed for 1-5 « 10° ¢GEP plasmid coples per assay in
PCR-grade water containing 100 ng of salman sperm DNA
per gssay as carrler, No cross reacrivity with NHP DNA
was observed when amplification of eGFP was performed
with our primers-probe ser, The NHP DNA concentraton
was estimared by OD measorement and 3 10-fold dilution
was performed in PCR-grade water containing 100 ng of
salmon sperm DNA per assay as carrier,

Hematological evaluation of irradiated
animals

Peripheral blood (PB) sampling was performed using
EIFT A-caated tubes for daily bload counts onan ADVIALZ0
(Bayer DMagnostics, Puteaux, France). The remaining
blood was centrifuged at 800 g for 10 min and plasni
was collected and crvopreserved at —80°C. Whire hlood
cells were then subjected to phenorvplic analysis, as
previously described, Flr3-lisand (FL} cencentration was
measured by ELISA, according to the manufzerorer's
recommendations (RE&ED Systems) [17]:

Statistical analysis

Dara from invive radiation experiments are data from
individual animals. Results of ex vive expansion are
expressed as feld increase. Values are reported as
nwen -k standard deviation (S0, Staristical significance,
caleutated vsing the Mann-Whitney rank sum tesl was
set for a value of p < 0.03.

Results

Irradiation and HSC infusion

A rotal of 12 animals were used for these experiments,
Table 1 summarizes age, weight and irradiation condi.
tiens for cach animal for all treatment groups, Three
animals were: sham-irradiated, owo animals received an
unmanipulated BMMNC grafiof 3 = 107 MNC/kg of body
weight, three animals received the ex vive expansion of
3« 107 marrow MNC/kg of body weighr, three animals
received both MSCs.and the ex vive expansion product
of 3 = 107 MNCs, and one animal received only & wraft
of M3Cs, Two irradiation protocols were used, the first
oie with a gammasneutron ratio of 1. and the second
one with a gammas/neutron ratio of 9. A mean dose of
8 Gy in the body mid-plane was obwgined sceording 1o
the physical dosimetry (Fisure 1), However, since irradi-
ation consisted of either 50 or 10% neotrons, whiclh-are
strongly attenuated by live tissues, the front of the knimals
received @ higher neutron irradiation dose as compared

D éaerie Med 2003050 1028 - 1038,
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Tahle 2. Results of ex vivo expansion of BMMMNCs and number of hematopoietic cells infused according to the treatment groups

BMMNC CFLU-GM BFU-E LTC-IE

Treatment Animal Expansien Mumber Expansion Mumber Expansian Murmber Expansicn Mumber
graup identification fald infusedikg fold infused kg fold infusedig foid infusedg
Sham 383 - = = - =
ireadiated 1735 - - -

¥ESE - - - - - .
Unmaniputated 1682 30 = T0% 0,46 « 10° 037 « 10° 0.55 = 10°
BMMMNCS ¥182 30 10" - 057« 107 - 033 « 10" - 047 = 100
mean 0 = 10f 0515 % 10° 0.325 = 10° 0.51 « 107
7-day £554 35 704108 151 062 = H}'? 097 0.16 = '.I'JI!_' nid* fals
expanted H5Cs 1597 4.8 151 =108 172 0,86 « 10 4.03 1.36 = 107 D.ES 1.02 « 19

AA21Z 6,27 179 < 105 Th6 191 =« 108 &.06 366 « 10" .27 0.53% 107
Py G724 3% 114 w100 136 0T = 108 2.23 08« 100 ned nil
expanted H3Cs 1760 604 134 « 198 15.6 1T = 1 342 1.1 g nd nid
and M3Cs Y636 B4 269 w108 199 207 = TP 3.89 337 « 107 (3,64 177w ¥
M5Cs slone 5076 - - - -
Khean + 5D 551 162.6 = 10° 16:3 1.26 = 107 3.92 183 =108 0.5% 3w 1
Exparded HSCs 41,95 ¥55.5 = 10f +2:15 +0 & w108 +2.73 +1.52 5 107 =029 £0.43 « 107

“nd; not determined.

A 1.1 2.8 4.3 neutron isodose, Gy

G

Irradiation
1in ratio 1:1

4.5 7.9 9.0 Total isadose, Gy

B 0.24 0.54 0.75 naulron isodose, Gy

h

Irradiation
i1 ratio 9:1

5.2 7.9 9.2 Total sscdose. Gy

Figure 1. Results of physical dosimetry, indicaring the estimated
isndoses for neutron irradiation and for total irradiation for
(A) animal (554, with a y/p ratioof 1:1, and (B) animal Y182,
witha p/g ratio of 91

with the hack, resulting in an hererogeneiry of neutron
irradiation dose of 50% when comparing animal from
and back {Figure 1)

Bone marrow sampling was made & days hefare
irradiation for all animals. BMMNCs were either frozen
or used for ex vivo expansion protocols as previously

Coprighe o 200G Jobhn Wiley & Sons, lad,

deseribed [8]. Results of e vivo expansion protocols
as well ps oevaluation of progenitors conteénts  in
unmanipulated BMMNCs are presented In Table 2, The
mean + 513 fold expansion were of 551 4 195 for
MNC 16312, 15 for CFU-GM, 3,92 + 2,73 for BFU-E and
(.59 £ 0.29 for LTC-IC, These results #dre in accordance
with previous results obtained in our l.‘]b(‘.ll'ﬂit.‘l.l'}-' [L7]. As
a result, @ mean of 162.6 « 10% MNC, 1.26 » 10% CFU-
GM, 1.86 = 10° BFU-E and 1.22 = 107 LTCAC per kg of
body weight were reinfused to animals (Table 2). For
campatison, animals receiving unmanipulated BMMNCs
received 30 x 10" MNC, 0.515 = 107 CFU-GM, 0,325
107 BFU-E and 0.51 = 10" LTCIC per kg of body weight,
The phenotypic analysis of expanded cells indicated
an expansion of CIX4Y hemartopoieric cells (mean of
215 + 8.3 fold expansion), together with the expansion
of CD11k™ CO147 monecytic cefls and CRBI1RY CO16!
oranuiocytic cells (data not shown). Thus animals
receiving expanded cells were infused with a mean of
191 +8.3 = 10° €034~ cells per kg of body weight, vs.
(.79 4 0,45 = 10" CD34° cells for animals engrafted with
unmanipulated BMMMNCs,

MSC expansion, transfection and
reinfusion

Table 3 summarizes the number of MSCs arafied,
Three animils received both o v expansion  of
3% 107 CMN/kg of body weight and 5.36-181
10% MSC/ke of body weight. One animal received only a
graft aof 7.51 = 10" MSCrke of body weight. In order to
tollow MECs after reinjection, NHPs received a (raction of
expanded MSC eGFP transduced, EGFI? MSCs representead
060484 » 10% cells/kg of hody weight. Flow cyeametric
analysis of MSCs before transplamt demonstrated thart
0—41% of cells were SH24+ and 57, 26-69% were SH3-H

J Gone Med 2003; 5: 1025 - 1038,
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Table 3. Results of ex vivo expansion, gene transfection, and number of MSCs reinfused to the animals

Tetal number of

MSE phenatype MSC transtection M5Cs
o MsC
CFUSF WS cGFP .

Treatment  Animal SHZ 3 CHE GG GEP nfused Number infused
group identification £ % #1000 cells % % «10% kg, «10% kg
7-day _ g720 41 NE 7 38 434 232 536
expanded HSCs 1760 ¥ 5706 ] MO 5.58 0.3% 07
and M5Cs YB35 1.7 53 ND ND 27.28 494 18.1
8505 alone S076 Ar ND 75 an .01 050 751
Wearn 14,23 B33 725 3z 12.40 255 018
Aange G-a1 57 26549 i 3R-40) 234-37.28 0:60-4,04 Fh7-181

Figure 2, Representative histological imaging of animals 9554 (A and B), 1597 {C and E), 1760 (D) and $076 (F) for small intesting

(4, Cand E) and large intestine (B, I and Fl. Normal appearance of small (A) and large (B) intestine on day 111, On days 11 (C,

E and F) and 23 {13, a disorganization of intestinal epithelium was observed with haemorrhages (thin arrows) and regenerative
~erypts (bold arrows). Areas of necrosis (white arrows) were also observed on day 11 (E and F)

Copyright © 2003 John Wiley & Sans, Lud, 1 Gene Med 2003; 5: 1028 1035,
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Table 4. Clinical outcome for individual animals

A. Chapel et al,

Treatment Animal [rraciaticn “Suniyal
graup identification v 1 ratio dose icdays) Cause of death”
Sham M3g3 - Sham =1 year

1735 - Shiarm =1 year

YESE Sham =1 year
Unmanipudated 1682 Tl BGy 23 Hemarrhagss
EMBMNG Y182 9] a0y ¥ Sacrificed
F-dlay (&5 1:1 &Gy (| Lung fibrosis and
axpanded inflammatory disease
BMMNTs 1597 151 BGy 11 Digastive disease

AAZY2 911 Biay 82 Sacrificed
T-day v L Icky By 12 Digestive disease
expandad 1760 1 B.Gy 23 digestive and lver disedse,
BMIMMNCS ang diffuse hemarrhagss
hASCs YRI5 1 3Gy & Saceificed
WECs alani 076 1:1 80y 12 Diffuse hemarrhages,

infaction, digestive dissase

* s determingd by autapsy.

Frequencies of CFU-F were 7-7.5 CFU-F per 1000 M5Cs,
of which 38 -40% were eGFP+, Flow cytometric analysis
showed that CD453+ cells were nor present in MSCs, thus
excluding rhe presence of hematopoietic cells as a source
of rransduced cells in MSC grafts.

Clinical outcome

All animals showed an dnitial radiation syndrome during
the 24 h post-irradiation. All animals experienced gastro-
intestinal disease between days 5 and 15; with diarrhea
and reduced food and water intake during this period. This
carly phase of the gasmro-intestinal disesse was treated
with Granisetron (0.2 mg/kg of body weight 50Q; Kitril,
Roche, Franee), which in facr redueed diarthes,

Survival of animals and causes of death are summarized
in Table 4, Most animals irradiated with a 309 rarieof 121
died between davs 11 and 23, with a general picture of
digesrive disease, including a disorganization of inrestinal
epithelium, a disappearance of colonic and small bowel
cryvpts (Flgures 20 and 20) and necrotic' areas along
small and large bowels (Figures 2E and 21), generally
associated with hemorrhage, especially in animals that
died on day 23; However, clear-cut evidence of crypt
regeneration was observed as soon as day 11 (Figure 2C)
but alse on day 23 (Figure 2D), with a complete
regeneration of the intestinal epithelium on dav 82 (not
shown) and day 111 (Figures 2A and 2B). By contrast,
all three animals irradiated with a p/p ratio of @11
survived the acute phase of radiation syndrome, despite a
moderate gastro-intestingl disease with reduced drinking
and fond intake and mild diarrhea berween days 5 snd
13 post-irradiation,

Follow-up of hematological parameters

All znimals including sham-irradiated animals were
followed daily for WBC and Plt counts (Figures 3A

Copyright «: 2003 John Wiley & Sons, Brd.

and 38, respectively), lrradiated animals showed a rapid
decregse in WBC numbets during the first 7 days
after irradiation. Thereafter, some differences appeared
between the treatment groups, whatever the p/n ratio
used. Animals receiving the MSC graft alone showed
a rapid and contnuous decrease in WBC until day
12, Animals receiving the unmanipulared BMMNC graft
alone showed a similar initial decrease in WBC counts
during the first 10 days, However, the nadir in WBC
took place on day 11 for the two animals, and a
progeessive recovery of WBO numbers was abserved
on day 11, until complete recovery by day 40 for the
surviving animal {which was sacrificed on day 82 for
tissue analyses): In contrast, with ex vive expanded
BMMMNCs, initial decrease in WBC counts  was
observed, but stopped as soon as day 6. A progressive
recovery was observed from day 15 in parallel with
animals receiving unmanipulated BMMMNCs, These results
indicared that ex vivo expanded BMMNCs were effective
in the wmearment of radiation-induced hone marrow
aplasia, in accordance with our previous results [8L.
Animals receiving both expanded BMMNCs and MSCs
behaved as those receiving expanded BMMNCs alone
but the early WBC peak as well as the secondary
count drop were more pronounced. Similar results were
ohserved on plarelet counts. The amount of blowd
producrs transfused could be compared in the three
animals that received a 9:1 gamma/neurron ratio
irradiation and surviving long enough for evaluation.
Animal Y&36 who received both expanded BMMMNCs
and MSCs received 14 plateler rransfusions and 4 red
cell rransfusions, animal AA212 who received expanded
H5Cs alone received L plateler transfusions and 2 red
cell transfusions, whereas animal Y182 who received
unmanipulated BMMNCs had 23 platelet transfusions
and 4 red cell wansfusions. Obvicusly, the number of
animals was oo small o observe statistically significant
differences in these kinetics of hematopoietic recovery.
The plasma FL eoncentration was monitored ino all

il

Gene Med 2003 51 1025- 1038
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Figure 3, Follow-upof (A) WRBC and {B) PIt for each rreatment group, Results ave given as mean for sham-irradiated animals {closed
circles}, BMMNC expansion-treated animals (closed sguares), BMMNC expansion- and MSC-treated animals (opeo dismonds), and
unmanipulated BMMNG grafts {closed trisngles), and as an individual value for the MSC-treated animal {opon triangles)

iradiared  animals. Sham-rradiated  animals . showed
plasma FL levels ranging from 1002 w 1969 pg/mli
during the experimental period (Figure 4), which was
in accordance with previously defined FL levels under
normal physiological conditions: All irradised animals
showed an initial inerease in plasma FL concentrations
during the first 4 days after irradiation. However, marked
differences appeared therceafter, with the stabilizarion
of plasma FL levels between approximately 400 and
1200 pgs/ml of plasma for animals thar received expanded
BMMNCs alene (Figure4} until day 18, afier which a
progressive decrease in plasma FL levels was observed,
in parallel with the recovery ol blood cell popularions:

Copyrighs © 2003 Joln Waley & Sons, Lol

Higher levels of plasma FL concentrations were abserved
in all other treatment groups.

Detection of eGFP in NHP tissues

A part of the MSCs was rransduced with the zene encoding
for the green fluorescent protein (eGFP) in order 1o track
where the MSCs had engrafied. Tissues from mulriple
organs were collecred and frozen after euthanasio excepr
for ¥636 where biopsies of skin and muscle were
performed 2 weeks after graft. Becausea gradient of doses
ocewrTed during radiation rthat induced higher damage

o Creme Med- 2003 52 1002H - 1055,
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Figure 4. Follow-up of plasma FL concentration for each treatment group. Results are given as mean for sham-irradiated animals
(elosed eireles), BMMNC expanston-treated animals {closed squarcs], BMMNC expansion and MSC-treated animals (open diamaonds),
and unmanipulated BMMNC gralts (closed triangles), and as individual values for MSCareated animals (open triangles)

Table 5. Biodistribution of M5Cs in tissues by the detection of MSC engraftment {eGFP detection by real-time PCR)

eGFP copies/ 100 ng DMNA

2GFP copies 100 ng DNA

Animals Animals
730 1760 076 YhE36 g120 1760 5074 Yh36
Day after radiation Day-after radiation
Tissues 12 23 12 15* Ba Tissiues 12 23 12 56
Qut jEjunum (51 1 nd i 400 Spleen ] ] 0 1
Bone marrow, femur BN ] 0 i 1 Lty il 0 a 0
Muscle, shoulders 370 0 ] 10 1 Kidney 1 i i 0
Skin, legs 116 a a3 nid 120 Brain 4 o bl 0
Tendon, legs 105 | i il ] Thyrmus 1 i ] 0
Bore marraw, humerus G4 0 1 1 1 Hearth il B} ] 0
ke, shoulders 263 tBS ha 1 (8] Liver ] [ ] [¥]
Muscle, lega il a 12 rid 0 Tendon, thoray nd nd nil 0
Stamach i ] 7 rad 4] Tendon, shoulidirs ne rd el [H]
Wuscie, thorax nad nd nil 0 7 Bone, humers ndl nd nal 0
Praximal colon el a nd rid 7 Gut doodenum i [ nd o
Cacum nd 0 i nd 7 Gut transverse cofon ! o nd 0
Skin, thorax ned rid nd [ 5 Gut distal calon ned [H nel H
lewm nd 1 ni nd 4 Rectum ncl 0 il [
Bone, femur nd v nd rid 2 Testecle ned o i (F]

“On day 15 post-iradiztion inanimal Y36 skin, muscle and bane marrow binpsies were obtained and analyzed for the presence of GFP DhA,

**nd: nat determined

in front tissues than in the back, we investigated the
potential spatial distribution of MSCs by aking samples
of skin, skeleral muscle and tendon from leg, thorax and
shoulders. A quantitative analysis of MSCs engrafied in
each of the organs examined iz presented in Table 5a,
Significant engraftment occurred in hematopoietic tissues
{bones 2.2 copies/100 ng DNA, bone marrow 22-183
copies/ 100 ng DNA, spleen 1 copy/100 ng DNA), in the

Copyrighs 2 2003 John Wilew & Sons, Lid

skin (5-110 copies/ 100 ng DNA), skeletal muscle (7-11
copies/ 100 ng DNA), tendon (105 copies/ 100 ng DNA),
sromach (715 copies/ 100 ng DNA) and gur (4-400
coples/100 ng DNA) tssues. No GFP presence was
detected in the brain, liver, kidnev, lung, cardiae musele,
thymus, rectum, and testicle of any recipient animals,

Ar 12-23 days post-irradiation, the highest engrafi-
ment (16.5-262 eGFP copies/ 100 ng DNA, or up to

J Gene Med 20003 5 1028 - 038
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13.1% cells) occurred in the skin of the shoulders, which

corresponded to the anatomic aspect least
neutron effects.

Skin samples hed the highest frequency of eGFP+
cells of all the tissues in all subjects. Biopsies [rom NHP
Y536 ar 2 weeks revealed that MSCs were engrafied in
the skin {1 copy/100 ng DNA) and the skeletal musele
{10 copies/ 100 ng) of the shoulder (Table 5b). This was
consistent with necropsy results of skin and skeletal
musele n those animals (NHP Q720 & 17600 sampled at
2 weeks post-infusion, When comparing skin and skeletal
muscle from one anatomical site with another, o spatial

distribution pattern of MSCs is revealed 4

engraftment in which these tissues over the shoulder
were more positive than the same tissues from the legs

1037

Further analysis was performed on mononucleated
cells from peripheral blood in order to investizate MEC
niigrations. We were never able, ar any time post-infusion,
to detect MSCs in peripheral blood from days 1 1o 82,
Finally, to characterize the frequency of MSCs present
in regenerating bone marrow, CFU-F cultures from bone
marrow aspirates were established. In all cases these
cultures were PCR-+ (a5 high as 10 copies/ 100 ng DNA for
NHP Y636 ar 82 days post-irradiation). Also, the presence
of eGFP+ cells in CFU-F assays was demonstrated by
fluorascent microscopy at 82 days post-irradiation for
Y36,

exposed to the

t 2 weeks post-

Discussion

in' those NHPs grafred with borh BMMNCs and MSCs.

This distribution might be explained by a preferental
implantation of MSCs o regenerarive areas rather than

areas af necrasis.

In NHP1760, anly the skin was positive; this may be
39 % 100 cells)
infused into NHP1760 compared with the other NHPs

due to the low number of 2eGFP+ MSCs (D

(2.32-4.94 » 10 cells). The animal that
MSEC graft (5076) had MSCs engralied in

copies/100 ng), skin (54-63 copies/100 ng). skeletal
muscle (11 copies/100 ng), although there were no
significant differences between the leve

shoulders. NHP 5076 also had a lower

MSCs in humeral bone marrow (145 copies) than in
animals transplanted with expanded MSCs and bone
2 maonths
infusion, eGFP+ MSCs were still detectable by PCR in
bone marrow {1 copy/ 100 ng) and in femoral bone (2.2

marrow  {(4-376 copies/ 100 neh At

copies/ 100 ng), Considering that only a

MECs mransplanted was eGFP-, and assuming that thers
is one copy of the eGFP gene per transduced cells, MSCs
engrifred from 0.11% in bone up to 7% of

jejunum in this animal (Y636);

A y/neutron ratio 1;1

Sacrified on days 12 or 23 Fast irradiation

Borea Marrow

Swin

Bone Marrow

Skin
Tendan

MSC+HSC

“the cells in gut

Combined HSC and MSC infusion has been praposed
as therapy for radio-chemotherapy induced aplasia [2].
It has been shown in humans that, after auologous
as well as allogenic H5C rransplantarion, hematologicsl
parameters can be improved after infusion of MSCs [3-5].
HSEC rransplantations (n primates are difficult ra realize
and are very expensive. All studies performed so far have
therefore been based on a limited number of animals and
sratistical analyses are usually impossible. However, when
combining cur present observations with our previous
studies [8] and comparing with reports from other teams
[2], the data suggésted thar animals receiving expanded
H5Es and MS5Cs or expanded HSCs alone did berter
than dnimals receiving unmanipulated bone marrow. No
conclusion can however be diawn from the survival dam
since three animals surviving on day 82 were sacrificed
for tissue analyses,

We have previously shown that ir is possible o use
the follow-up of plasma FL concentration as a biclogic
indicator of marrow funcrion [17]. The unmanipulated
BMMNC-treated group showed an initial increase higher
than the group receiving expanded BMMNCs and MSCs,
suggesting that the co-infusion of MSCs with expanded

recéived only a
stomach (7,15

s in legs and
percentage of

[rost-

friction of the

B v/neutron ratio 9:1
Sagrified on day 82 Post irradiation

Muscla
Bore Marrow

Gamma
Meudtron

Stomach Muscia

SKin
Musche

Bong Baone Marrow

Sk

MECHHSE

MEC

Figure 5. Spatial distribution of M5Cs {in black) from days 12 to 82 post-irradiation according to the position of the animals in the
gammas neutron irradiation field. Neutrons are strongly attenuated by live tissue, thus the front of the animals received a higher

neutron irradiation as compared with the back

Copyright © 2003 John Wiley & Sons, Lud,
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BMMNCs was contributing to correction of bone marrow
aplasia. From day 20 unnil recovery in surviving anirmals,
higher plasma FL levels were abserved for animals receiv-
ing expanded MSCs and HSCs than for those receiving
H5Cs alone. This is in accordance with results demuonstrat-
ing the production of FL by marrow steomal cells [18]
This may be explained by homing of Fl-producing M5Cs
to the marrow and the restoration of the bone marrow
stromal function, The animals receiving expanded HSCs
and MSCs had a hematopaietic recovery similar to ani-
mals receiving expanded HSCs alone. This might reflect
that the homing of MSCs over a large territory tather
than limited to the bone marrow may have relatively
impaired their ability to enhance hematopoiesis, Indeed,
i previous repotts involving NHPs hue with milder irra-
diation, infused MSCs were demonstrated at very lhmnied
numbers in the boge marrow [2], Furthermore, in clinical
settings, expanded M5Cs were found in scarce quantities
in the recipients |2]. This current study demonstrates that,
following a very severe muld-organ injury involving neu
tronsgamma irradiation, transplanted M5Cs can be found
in numerous injured tissues up to 81 days post-ransplant.
In some organs the grafted M&Cs represent a large part
of the assaved samples (up e 7% for jejunwm, taking
into account that only & part of MSCs are EGUP-labeled).
Our report is the first evidence of the long-term abilivy
of MSCs 1o home in numerous tssues of a primate as a
response o a severe radiation injury.

Our resuls might suggest a MSC distribution kinetic as
a function of the degree of severity of the lesions (and the
state of regenerntion of damaged tissues). The kinetics
of MSC biodistribution might be explained by a specific
migration af MSCs to rissues in the process of regener
ation rather than to necrotic tissues. Our data supporis
this hypothesis sinee tssues receiving the higher level af
neutron radiation exhibired less homing of MSCs than
other rssues (Figure 5). For the animal receiving M5Cs
alone, eGFP+ MSCs were limited to those fssues receiv-
ing highest radiation deses. For the animal irradiated with
a :ie_-utmn_fgmmna ratio of 1 : 1 receiving M5Cs and HSCs;
MSCs were miostly found in the less severely irradiated
tissues whereas the inverse was observed for the animal
receiving less neurrons. This discrepancy mighr indicate
that MSC homing is related to the dose of irradiation
and the time post-transplant, These findings may indicate
the contribution of M5Cs 1o tissue repair at 2 weeks and
after more than 2 months. The presence of eGFP+ cells
in the CFU-F assays from the bone marrow of an animal
receiving expanded HSCs and MSCs suggests thay the
transplanted MSCs may directly contribure ta the restora-
tion of bone marrow functions. Whether the homing of
MECs in numerous other tissues involves tansdifferenti-
ation or plasticity of the cells remains 1o he Srudied.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been shown to migrate to
various tissues. There is little information on the fate and
potential therapeutic efficacy of the reinfusion of MSCs follow-
ing total body irradiation (TBI). We addressed this question
using human MSC (hMSCs) infused to nonobese diabetic/
severe combined immunodeficient (NOD/SCID) mice submit-
ted to TBI. Further, we tested the impact of additional local
irradiation (ALI) superimposed to TBI, as a model of acciden-
tal irradiation. NOD/SCID mice were transplanted with hM-
SCs. Group 1 was not irradiated before receiving hMSC infu-
sion. Group 2 received only TBI at a dose of 3.5 Gy, group 3
received local irradiation to the abdomen at a dose of 4.5 Gy in
addition to TBI, and group 4 received local irradiation to the
leg at 26.5 Gy in addition to TBI. Fifteen days after irradiation,
quantitative and spatial distribution of the hMSCs were stud-
ied. Histological analysis of mouse tissues confirmed the pres-
ence of radio-induced lesions in the irradiated fields. Following
their infusion into nonirradiated animals, hMSCs homed at a
very low level to various tissues (lung, bone marrow, and
muscles) and no significant engraftment was found in other

organs. TBI induced an increase of engraftment levels of
hMSCs in the brain, heart, bone marrow, and muscles.
Abdominal irradiation (AI) as compared with leg irradi-
ation (LI) increased hMSC engraftment in the exposed
area (the gut, liver, and spleen). Hind LI as compared
with Al increased hMSC engraftment in the exposed area
(skin, quadriceps, and muscles). An increase of hMSC
engraftment in organs outside the fields of the ALI was
also observed. Conversely, following LI, hMSC engraft-
ment was increased in the brain as compared with Al
This study shows that engraftment of hMSCs in NOD/
SCID mice with significantly increased in response to
tissue injuries following TBI with or without ALI. ALI
induced an increase of the level of engraftment at sites
outside the local irradiation field, thus suggesting a dis-
tant (abscopal) effect of radiation damage. This work
supports the use of MSCs to repair damaged normal
tissues following accidental irradiation and possibly in
patients submitted to radiotherapy. STEM CELLS 2006;
24:1020-1029

INTRODUCTION

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been identified in the bone
marrow (BM) as multipotent progenitor cells that differentiate into
osteocytes, chondrocytes, adipocytes, and stromal cells [1, 2]. Ir-
radiation can induce severe complications, hemopoietic stem cell
depletion, multiorgan failure, and death. Inflammation due to irra-
diation can mobilize hematopoietic stem cells into the circulation;

irradiation can activate molecular pathways that increase the re-
lease of tissue chemokines, which attract stem cells to tissues where
they may home and differentiate [3]. Therefore, stem cell therapy
may be a promising therapeutic approach to improve radiotherapy-
induced tissue damages.

In several animal models, it has been shown that syngeneic
or xenogeneic MSCs administered intravenously are able to
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engraft into the BM and other tissues in animals with [4—6] or
without a pretransplant total body irradiation (TBI) [7, 8]. How-
ever, the levels of engraftment in these two different settings
have not been compared. MSCs engraft in vivo in several
injured tissues [9—-14] such as the liver [15, 16]; moreover,
primary researches showed that MSCs can graft themselves in
muscles [17, 18] and myocardium [19]. In humans, the use of
MSCs is being tested for tissue remodeling, including cardio-
vascular repair, treatment of lung fibrosis, spinal cord injury,
bone and cartilage repair (reviewed in [17, 20]). Regarding
radio-induced lesions, multiple studies have shown engraftment
of MSCs at the site of injury [21-23] but very few have
evaluated MSC engraftment in other tissues (outside the irradi-
ation field). The amount of MSCs detected in most tissues is
exceedingly low. The signaling pathways responsible for their
directed migration still remain unknown, although recent reports
have suggested a role for chemokines in human MSC (hMSC)
migration [3]. Several studies have begun to elucidate the mech-
anisms by which stem cells are mobilized from BM to a partic-
ular organ and the molecular mediators that orchestrate this
process [24-26].

For these studies, xenogenic models are powerful but some-
what controversial models. Essential signals such as cytokine/
receptor interactions may be hampered by species differences.
Although the xenogeneicity does not prevent the differentiation, it
slightly decreases the migratory ability of the MSCs toward differ-
ent tissues. This decrease seems to be the result of weak connection
between the receptors and ligands of different species [19]. Al-
though it was described that both human and murine MSCs are
immunosuppressive, major differences exist between MSCs from
the two species. Murine MSCs, unlike their human equivalent, lack
major histocompatibility complex class II expression [27]. The
host’s crippled immune system could also somehow hinder en-
graftment but transplant rejection can occur in xenogenic models.
However, when transplanted into an immunoincompetent host,
adult hMSCs showed persistent engraftment [28].

The first challenge in therapeutic MSC transplantation is
efficient delivery to the sites of intended action. In this paper,
we describe a xenogeneic experimental transplant model we
built to evaluate the full potential of hMSC engraftment and
we compare TBI with and without additional localized expo-
sures (leg and abdominal areas). In this study, we used the
nonobese diabetic/severe combined immunodeficient (NOD/
SCID) mouse model to evaluate the engraftment of hMSCs in
irradiated mice and to have the minimum of animals devel-
oping a transplant rejection. Our results showed that after
transplantation into adult unconditioned mice, hMSCs mi-
grate not only in BM and lungs as previously reported but
also into muscle tissues [6]. TBI increased hMSC implanta-
tion in BM and muscle and, furthermore, led to engraftment
in brain, heart, and liver. Local irradiation, in addition to TBI,
increased specific homing of injected cells both to the injured
tissues and to other tissues outside the local irradiation field.
We feel these observations may be relevant to several clinical
situations such as TBI given as a pretransplant conditioning
regimen, radiotherapy for the treatment of cancer, and acci-
dental irradiation, in promoting the use of MSC infusion as
part of the therapeutic scheme.

www.StemCells.com

MATERIALS AND METHODS

Isolation, Purification, and Expansion of hMSCs

BM cells were obtained from iliac crest aspirates from healthy
volunteers after informed consent and were used in accordance
with the procedures approved by the human experimentation
and ethic committees of Hopital St. Antoine. As previously
described [7], 50 ml of BM were taken from different donors
over heparin (Choay de Sanofi-Synthélabo, Paris, http://www.
sanofi-adventis.com). Low-density mononuclear cells (MNCs)
were separated on Ficoll Hypaque density gradient (1.077).
MNCs were plated at a concentration of 107 cells per 10 ml of
dexter medium (McCoy’s SA medium) in 75 cm? tissue culture
flasks (supplemented with 12.5% fetal calf serum, 12.5% horse
serum), 1% sodium bicarbonate, 1% sodium pyruvate, 0.4%
MEM nonessential amino acids, 0.8% minimum essential me-
dium (MEM) essential amino acids, 1% MEM vitamin solution,
1% L-glutamine (200 mM), 1% penicillin-streptomycin solution
(all from Invitrogen, Groningen, The Netherlands, http://www.
invitrogen.com), 10~° M hydrocortisone (StemCell Technolo-
gies, Vancouver, BC, Canada, http://www.stemcell.com), and 2
ng/ml human basic recombinant fibroblast growth factor (R&D
Systems, Abington, U.K., http://www.rndsystems.com) and in-
cubated at 37°C in humidified, 5% CO, atmosphere. After 1
week, nonadherent cells were washed, removed, and replaced
with the same complete fresh medium (without Hydrocorti-
sone), and hMSC:s at first passage (P1 hMSCs) were plated at a
density of 4 X 10° per T-75 cm? flask; at second passage (P2
hMSCs) when reaching 80% of confluence, the cells were
collected and counted, and viability was assessed by trypan blue
assay. Before transplant, a sample of the hMSCs prepared was
taken for fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis.

FACS Analysis

After trypsin EDTA treatment, the human cells were washed
and resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) supple-
mented with 0.5% bovine serum albumin (BSA; Sigma, St.
Louis, http://www.sigmaaldrich.com) in aliquots of 2 X 10°
cells. Stainings were done with phycoerythrin (PE)-conjugated
monoclonal antibody against CD105 (SH2), CD73 (SH3), and
CD45 (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
http://www.bd.com) for 30 minutes at 4°C followed by two
washes in PBS containing 0.5% BSA. Cells were resuspended in
200 ul of PBS, 0.5% BSA, and analyzed at 10,000 events per
test by FACScalibur BD Pharmingen (San Diego, http://www.b-
dbiosciences.com/pharmingen). Mouse immunoglobulin Gl
(IgG1) were used as isotopic controls (Beckman Coulter, Ful-
lerton, CA, http://www.beckmancoulter.com).

hMSC Infusion into NOD/SCID Mouse Model

All experiments and procedures were performed in compliance
with the French Ministry of Agriculture regulations for animal
experimentation (Act no. 87-847, October 19, 1987, modified May
2001). NOD-LtSz-scid/scid (NOD-SCID) mice from breeding
pairs originally purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, http://www jax.org) were bred in our pathogen-free unit and
maintained in sterile micro-isolator cages. A total of 60 8-week-old
mice, divided in five groups, were used for this study. The hMSCs
were delivered intravenously by tail vein injection into each mouse
with Myjector syringe of 1 ml, TERUMO (Terumo Medical Cor-
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poration, Somerset, NJ, http://www.terumomedical.com) 29-gauge
X .05. Twenty-four hours after radiation exposure (using a '*’Cs
source), four groups of these NOD/SCID mice were transplanted
with a dose of 5 X 10° P2 hMSCs in 100 ul of PBS 1X; the fifth
group was used as a control group and did not receive hMSC
infusion. On average, one BM was used to inject five mice. Group
1 was not irradiated before receiving hMSC infusion. Groups 2—4
received TBI at a sublethal dose of 3.5 Gy before hMSC infusion
as follows: Group 2 received TBI only; group 3 received local
irradiation to the abdomen (IA) at a dose of 4.5 Gy in addition to
TBI; and group 4 received local irradiation to the right posterior leg
(irradiation leg) at 26.5 Gy in addition to TBI. Each group had its
own control of five animals that did not receive hMSCs. The
animals were sacrificed 15 days after irradiation, and the quantita-
tive and spatial distribution of the hMSCs was studied through
polymerase chain reaction (PCR) and immunohistology analysis.
Peripheral blood, BM (femur), heart, lungs, liver, kidneys, spleen,
stomach, gut, brain, right and left posterior legs, quadriceps mus-
cles, tibias, and skin were collected. Before infusion when hMSCs
at second passage were collected, the rates of viability to trypan
blue were 98%.

Detection and Quantitative Analysis of Engrafted
hMSCs: DNA Extraction and PCR Analysis

The biological samples were submitted to DNA extraction and
PCR analysis to detect the presence of human cells in mice
recipients. Genomic DNA for PCR analysis was prepared from
tissues using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia,
CA, http://www1.qiagen.com). Amplifications were performed
in accordance with the standard recommended amplification
conditions (Applied BioSystems, Foster City, CA, http://www.
appliedbiosystems.com) as previously described by Heid and
colleagues [29]. The value of DNA contained in each somatic
cell (diploid) is 6.16 pg with two copies of nonrepeated gene.
This value was used to calculate the number of gene copies that
contain a certain amount of human or mouse DNA (measured by
PCR). Therefore, DNA and copy number are proportional to the
number of cells. The ratio of human DNA to mouse DNA
directly gives the number of human cell in mouse cell tissues.
Amplification of human B-GLOBIN gene was used to quantify
the amount of human DNA in each sample of mouse tissue after
DNA extraction. Endogenous mouse RAPSYN (receptor-associ-
ated protein at the synapse) gene was also amplified, as an
internal control. Absolute standard curves were generated for
the human B-GLOBIN and mouse RAPSYN genes and used to
quantify the amount of human DNA in each mouse tissue.
Evaluation of human specificity of human B-GLOBIN amplifi-
cation was demonstrated using tenfold dilution for 100 ng—0.05
ng of hMSC DNA with mouse DNA, without cross-reactivity, to
quantify human cells in mouse tissue. One hundred nanograms
of purified DNA from various tissues were amplified using
TaqMan universal PCR master mix (Applied BioSystems). The
primers and probe for human B-GLOBIN were forward primer
5'GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA3' and reverse primer
5'CCTTGATACCAACCTGCCCAGG3', and the probe labeled
with fluorescent reporter and quencher was 5'FAM-AAGGT-
GAACGTGGATGAAGTTGGTGG-TAMRA-3'. The primers
and probe for mouse RAPSYN gene were forward primer 5'AC-
CCACCCATCCTGCAAAT3' and reverse primer 5'ACCT-
GTCCGTGCTGCAGAAZ3'. To determine the efficiency of am-
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plification and the assay precision, calibration curves for human
B-GLOBIN and mouse RAPSYN genes were constructed with a
0.99 correlation (r?) and efficiency superior to 98%. A 100%
efficiency corresponded to a slope of —3.32 as determined by
the following equation: efficiency = 10(— 1/slope) — 1. Mouse
DNA was isolated from the identical tissues of nontransplanted
NOD/SCID mice and used as a negative control. Also, human
DNA was isolated from hMSC culture and used as a positive
control. The results were expressed in number of human cells
per 100 mouse cells in each tissue (directly related to the
numbers of copies of human B-GLOBIN and mouse RAPSYN
genes).

Immunohistochemistry

After paraformaldehyde fixation, the organs were rinsed with
distilled water and dehydrated. Blocks were cut at 5 wm on a
rotary microtome (Leica, Heerbrugg, Switzerland, http://www.
leica.com). For immunohistochemical staining of the paraffin-
embedded samples, microtomed sections were deparaffinized in
xylene and rehydrated through ethanol baths and PBS. After
being rinsed with distilled water bath for 5 minutes, the sections
were dipped into PBS-Triton in order to increase tissue perme-
ability. The sections were digested with 2% trypsin for 30
minutes, thus exposing masked epitopes. The polyclonal anti-
B-2-microglobuline antibody (product NCL-B2Mp; Novocastra
Ltd., Newcastle upon Tyne, U.K., http://www.novocastra.co.uk)
was added at a dilution of 1:50. Negative controls were incu-
bated with rabbit IgG diluted to 1:100. Detection of bound
primary antibody was carried out with biotinylated secondary
antibody. The biotinylated anti-rabbit IgG secondary antibody
was diluted to 1:200, in PBS, and applied for 8 minutes. The
slides were subsequently incubated with six-solution Ventana
kit to make alkaline phosphatase reaction with FARED substrate
for 30 minutes. For antibody detection, the Ventana kit (Ventana
Medical Systems, Illkirch Cedex, France, http://www.
ventanamed.com) was used, followed by counterstaining with
hemalyn for 4 minutes. This procedure was controlled by
NEXES 8 software. On successive sections, we carried out an
hematoxylin-eosin-safran staining.

Statistical Analysis

To determine the effect of exposure radiation on engraftment of
hMSCs, the rates of implantation were compared; statistical
significance was calculated using #-test. Significance for all
analysis was set at p < .05. We have used Sigmastats software
(Sigma Statistical Solutions, Calgary, AB, Canada, http://www.
sigmastats.com). All values were expressed as the mean and
SEM. Each irradiation group consisted of 10 animals (n = 10). The
nonirradiated control group consisted of five animals (n = 5).

RESULTS

Isolation and Characterization of hMSCs Expanded
from BM

Phenotypic analysis showed that hMSCs used in these experiments
were strongly positive for the specific surface antigens SH2 and
SH3 (37.3% = 4.0% and 72.9% =* 3.7%, respectively). Almost no
contamination (0.2% =+ 0.1% CD 45™ cells) by hematopoietic cells
was evidenced in the samples (Fig. 1). In vitro culture experiments
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showed that the cells were still able to differentiate into the osteo-
blast, chondrocyte, and adipocyte lineages (data not shown).

For the different BM samples studied, amplification factor
from MNC to grafting sample cells has been estimated ex
vivo to range from 3,443 to 20,663. From the second to the
15th passage, the published doubling time of the cultured
hMSCs is 1.7 days [30].

Irradiation Induces Tissue Injuries in the
Untransplanted NOD/SCID Controls as Shown by
Histological Analysis

Fifteen days after a 3.5-Gy TBI, cellular depletion was observed
in the spleen (Fig. 2A), and hemorrhage was observed in the BM
(Fig. 2B). After 8-Gy abdominal irradiation, villus atrophy,
marked crypt loss, and inflammatory infiltrate (Fig. 2C, green
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arrow) of the submucosal layer were observed. Local irradiation
of the leg induced ulcerated zones and a modification of the
thickness of dermis (Fig. 2D, black arrow) of the skin. No injury
was observed in nonirradiated tissues (Fig. 2E-2H).

Infused hMSCs Are Moderately Present in
Unconditioned (Nonirradiated) NOD/SCID

Mice Tissues

Quantitative PCR analysis indicated that after their infusion into
nonirradiated animals (n = /0), hMSCs homed to various tis-
sues, albeit at a very low level. Human DNA accounted for
engraftment of 0.06% hMSCs in lungs (Fig. 3B) and 0.14% in
BM (Fig. 4D). No significant hMSC engraftment was found in
the brain (Fig. 3A), kidneys (Fig. 5B), liver (Fig. 5A), gut (Fig.

CD73/CD105/CD45 Staining

104

10° 10! 102 10®  10%
CD105 FITC

o

E ™ TN ¢ 1 1 g

100 10! 10®2 108 10t
CD105 FITG

Figure 1. FACS analysis. Determination of frequency of positive cells for specific markers of human mesenchymal stem cells at second passage,
SH2 (CD105) and SH3 (CD73) and positive cells for CD45 (hematopoietic cell marker). Representative FACS plot analysis of the graft sample.
Abbreviations: FACS, fluorescence-activated cell sorter; FITC, fluorescein isothiocyanate; IgG1, immunoglobulin G 1; PE, phycoerythrin.
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Figure 2. Histological examination of radiation exposed tissues by
HES staining. (A): Spleen with cellular depletion. (B): Bone marrow
with hemorrhage (black arrow). (C): Gut with villus atrophy and in-
flammatory infiltrates of the submucosal layer (green arrow). (D):
modification of the thickness of dermis of irradiated right hind leg
(black arrow). (E-H): Nonirradiated controls include spleen (E), bone
marrow (F), gut (G), and skin (H).

SE), stomach (Fig. 5C), heart (Fig. 3C), skin (Fig. 4A), muscle
(Fig. 4B), bone (Fig. 4C), or peripheral blood.

HMSCs Are Present to a Higher Level and in More
Organs after TBI

Higher percentages of hMSCs were found in the brain (0.07%,
Fig. 3A), heart (0.05%, Fig. 3C), liver (0.11%, Fig. 5A), BM
(0.37%, Fig. 4D), and muscles (0.12%, Fig. 4B). TBI induced a
2.8-fold increase on engraftment levels of hMSCs in the brain
(p < .05), threefold in the heart (p < .05), 2.5-fold in the liver
(p < .05), 2.6-fold in BM (p < .001), and 1.7-fold in muscles
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Figure 3. Comparison of implantations of hMSC in brain, lung, and
heart tissues for mice irradiated according to three configurations of
irradiation (TBI, IA, right posterior leg exposure or nonirradiated con-
trol mice). (A): hMSC engraftment rate was significantly increased in
brain after irradiation, when compared with controls. (B): Abdominal
irradiation significantly increased hMSC engraftment in lung when
compared with other settings. (C): hMSC engraftment in heart tissues
was significantly higher after irradiation of all type than in nonirradiated
controls. All values were expressed as the mean and SEM. Significance
for all analyses was set at p < .05 (¥), p < .01 (*%), and p < .001 (¥%%).
Each group was constituted of 10 animals (n = 10). Abbreviations:
hMSC, human mesenchymal stem cell; IA, irradiation to the abdomen;
MSC, mesenchymal stem cell; ns, nonsignificance; TBI, total body
irradiation.
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Figure 4. Comparison of implantation of hMSC in right posterior leg tissues for mice irradiated according to three configurations of irradiation (TBIL,
IA, right posterior leg exposure) or nonirradiated control mice. (A): hMSC engraftment rate was significantly increased in skin after TBI or right leg
exposure when compared with IA or nonirradiated controls. (B): hMSC engraftment rate was significantly increased in muscle after TBI or right leg
exposure when compared with IA or nonirradiated controls. (C): hMSC engraftment rate in bone was significantly increased after posterior leg
exposure when compared with other irradiation protocols or nonirradiated controls. (D): hMSC engraftment rate was significantly increased in the
bone marrow after TBI or abdominal irradiation when compared with right hind leg exposure or nonirradiated controls. All values were expressed
as the mean and SEM. Significance for all analysis was set at p < .05 (*), p < .01 (¥¥), and p < .001 (***). Each group was constituted of 10 animals
(n = 10). Abbreviations: hMSC, human mesenchymal stem cell; MSC, mesenchymal stem cell; ns, nonsignificance; TBI, total body irradiation.

(p < .05) when compared with nonirradiated transplanted mice.
TBI did not significantly increase hMSC frequency in the lungs
(0.04%, Fig. 3B). We detected human 3-GLOBIN gene in lung
and heart, suggesting a blood vessel circulation of infused
hMSCs after TBI and 14 days after infusion.

hMSCs Are Found Preferentially in Areas

of the Body that Have Received the Highest
Irradiation Dose

Figure 4 indicates the quantitiative engraftment hMSCs in leg
tissues, and Figure 5 indicates the levels of hMSC engraft-
ment in abdominal tissues. Mice have received localized
irradiation to the abdomen or the right leg in addition to TBI.
Abdominal irradiation, as compared with right leg irradia-
tion, increased hMSC engraftment in the exposed area by
twofold in the gut (p < .001) (Fig. 5E), 2.3-fold in the liver,
and 9.3-fold in the spleen (Fig. 5A and 5D, respectively). In
organs outside the abdomen, hMSC engraftment was in-
creased by 1.8-fold in BM (Fig. 4D) and 11.6-fold in the
lungs (Fig. 3B) (p < .05).

www.StemCells.com

Conversely, right leg irradiation, as compared with abdom-
inal irradiation, increased hMSC engraftment in the exposed
area by fivefold in the skin (p < .05) and threefold in quadriceps
muscles (p < .001) (Fig. 4A and 4B, respectively).

Neither of the localized irradiations significantly modified
hMSC engraftment in stomach (Fig. 5C), kidney (Fig. 5B) or
heart tissues (Fig. 3C).

The increased hMSC engraftments, in particular in the brain
(Fig. 3A), after a 30-Gy irradiation of leg and an 8-Gy irradia-
tion of the abdomen (2.2-fold, p < .05) suggest a distant
(absopal) effect of radiation damage.

Localization of hMSCs in Engrafted Tissues by
Immunohistology and Comparison with

PCR Analysis

To localize human cells in engrafted tissues, we performed
immunohistologic experiments using a human 3-2-microglobu-
lin—specific antibody. Staining was carried out on the spleen of
conditioned mice recipients and on lungs of animals irradiated
locally. Cells expressing the human [-2-microglobulin were
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Figure 5. Comparison of implantations of hMSC in abdominal tissues for mice irradiated according to three configurations of irradiation (TBI, 1A,
and right posterior leg exposure) or nonirradiated control mice. (A): hMSC engraftment rate was significantly increased in liver when compared with
controls. (B): Significantly increased hMSC engraftment was observed in kidney after both local irradiations, when compared with TBI or
nonirradiated controls. (C): Significantly increased hMSC engraftment was observed in stomach after both local irradiations, when compared with
TBI or nonirradiated controls. (D): Significantly increased hMSC engraftment was observed in spleen after abdominal irradiation when compared with
TBI alone, right hind leg exposure or nonirradiated controls. (E): Significantly increased hMSC engraftment was observed in gut after right leg
exposure or abdominal irradiation when compared with TBI or nonirradiated control. All values were expressed as the mean and SEM. Significance
for all analyses was set at p < .05 (*), p < .01 (¥%), and p < .001 (***). Each group was constituted of 10 animals (n = 10). Abbreviations: hMSC,
human mesenchymal stem cell; IA, irradiation to the abdomen; MSC, mesenchymal stem cell; ns, nonsignificance; TBI, total body irradiation.

either insulated or gathered in clusters in the spleen. This pos-
itive result was related to 10% of the cells which recolonized the
spleen on the total section 14 days after hMCS graft (Fig. 6A).
We observed clusters of human [-2-microglobulin—positive
cells in the lungs after abdominal exposure to radiation. These
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aggregations were localized in perivascular position (Fig. 6B).
Moreover, we observed the migration of human cells through
the vascular wall and an intravascular colonization under intima.
Figure 6C and 6D show a negative control corresponding to the
spleen and lung. In limited perivascular areas of the lung, up to
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45% * 2% of the cells stained positive for the human -2-
microglobulin. Nevertheless, in other lung areas, no human cell
was detected. In contrast to immunohistochemistry analysis,
quantitative PCR analysis indicated lower levels of engraftment.
PCR is representative of larger sections of tissues both with high
levels of implantation of hMSCs and areas with only mouse
cells. We have not observed a large interanimal variability for
hMSC engraftment in the brain and heart. In tissues such as the
liver, the variability was slightly more important (Fig. 7).

DISCUSSION

In the past decade, there has been considerable interest in the
capacities of MSCs to increase hematopoietic recovery and
contribute to tissue repair in humans. There have been reports on
infusion of MSCs in patients with osteogenesis imperfecta and
in animal models with myocardial infarction [31-33]. Other
studies have addressed the contribution of the infusion of total
BM which combines hematopoietic stem cells and MSCs.

We addressed the question of the potential therapeutic im-
pact of the infusion of MSCs in the context of irradiation
damage. We questioned the distribution of MSCs infused intra-
venously to various tissues in relation to the dose and the
distribution of irradiation.

In an effort to answer this question, we built a preclinical
model in which hMSCs were infused to NOD/SCID mice,
without previous irradiation and after irradiation. Irradiation
consisted of sublethal TBI at 3.5 Gy in all animals. To test the
impact of localized additional lesions that potentially occur in
humans after accidental irradiation (heterogeneous fields), we

www.StemCells.com

Figure 6. Human B-2-microglobuline im-
munostaining in lung and spleen. The human
cells expressing the human B-2-microglobu-
lin are stained in red. (A): Spleen 15 days
after total body irradiation (TBI). Human
cells were insulated (white arrow) or gath-
ered in cluster (black arrow) in contact with
conjunctive structure of spleen. (B): Lung
after localized radiation exposure, clusters of
positive cells in perivascular position (black
arrow) and passage of human cells through
the vascular wall and an intravascular colo-
nization. (C): Negative control (spleen) 15
days after TBI. (D): Negative control (lung)
15 days after TBI.

subjected one group to irradiation of the right hind leg (30 Gy)
and another group to irradiation of the abdomen (8 Gy).

We used histology to check the presence of the expected
radio-induced lesions in the irradiation fields. We quantified
engraftment by PCR for human B-GLOBIN gene and identified
human cells in engrafted tissues by immunohistology using a
human B-2-microglobulin—specific antibody.

Our first observation was that in the absence of irradiation,
hMSCs engrafted in the lungs and BM, albeit at a very low
level. Previous studies have shown detection of MSCs in mul-
tiple tissues (e.g., bone, lungs, heart, liver, kidneys, and spleen)
from the first hours to 7 days after systemic injection of murine
MSC:s (in the absence of previous irradiation) in nude mice and
rats [4, 34]. In this study, however, 2 weeks after infusion,
MSCs were detectable only in BM and spleen. Using hMSCs in
NOD/SCID mice, we were able to detect h(MSCs 14 days after
infusion in various organs: The highest levels of MSC engraft-
ment were detected in the lungs, muscles, and BM. Such results
in BM are expected because it is the primary residence site for
MSCs. A detectable engraftment of MSCs in the lungs might
pertain to the incapacity of the larger MSCs to pass through the
lung capillaries and/or to attach to endothelial cells in a recep-
tor-mediated process [33].

Our second observation was the expected finding that TBI
before hMSC infusion increased the levels of engraftment in
several, although not all, tissues.

When dealing with additional irradiation at the two local
sites (right hind leg and abdomen), the primary observation was
that the hMSCs infused intravenously engrafted in all tissues
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Figure 7. Interanimal variability for human mesenchymal stem cell
(hMSC) engraftment. Polymerase chain reaction analysis of percentage
of hMSC engraftment in the brain, heart, and liver of 10 animals.
Percentage of hMSCs engrafted 15 days after total body irradiation.

involved in the local additional irradiation, at the highest levels
observed. In this study, we detected a maximum rate of 0.94%
of hMSC:s in the spleen for animals receiving additional abdom-
inal irradiation and 0.16% in the skin, 0.08% in the quadriceps
muscle, and 0.12% into BM for animals receiving additional
irradiation of the right hind leg. Previous studies have designed
different models with local injuries generated in mice by means
other than irradiation (e.g., chemical damage to alter lungs [35]
or muscle [18, 36], coronary ligation to induce myocardial
infarction [19, 20, 31, 37, 38], partial hepatectomy with
2-acetyl-aminofluorene to prevent hepatocyte division [14, 38],
spinal cord surgical injury [11], or use of genetically deficient
animals [9, 10, 12, 13, 39]). In all these models, with the
exception of the work by Bolno et al., MSCs have been admin-
istered locally and not intravenously and in addition have been
of murine and not human origin [3]. These studies have shown
local engraftment of MSCs in injured tissues and their contri-
bution to tissue repair by differentiation [6, 39—-41].

The most relevant observation is that after additional local
irradiation, the levels of hMSC engraftment increased not only
at the sites of local irradiation, as mentioned above, but in all
distant organs or tissues tested outside the local irradiation fields
as well. This suggests mobilization induced by cytokines and
potentially specific homing induced by chemokines, all released
by inflammation [42, 43].

In the described experiments after irradiation and hMSC
transplant, most of the implanted human cells were found in
weakly damaged areas. In a different set of experiments in a
nonhuman primate model submitted to mixed y-neutron irradi-
ation and infused with green fluorescent protein—labeled non-
human primate MSCs, we observed that MSCs engrafted pref-
erentially in regenerating tissues [44]. These results suggest that
MSCs may participate in the preservation of the targeted tissues.
Whether MSC engraftment in irradiated tissues improves their
functional recovery remains to be studied. For these future
studies, the knowledge of the influence of the pluripotentiality,
replicative capacity, and “stemness” of the stroma-derived cells
or their engraftment potential is a prerequisite. The comparison
of the engraftment of cell populations with various differentia-
tion abilities will offer important insight concerning the future
of the clinical use of MSCs.

In our view, this work supports the use of MSC infusion to
repair damaged tissues in patients after accidental irradiation
and may be used in patients who will undergo controlled radio-
therapy for the treatment of solid tumors.
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Immunosuppressive Effects of Mesenchymal Stem
Cells: Involvement of HLA-G

Aisha Nasef," Noelle Mathieu,” Alain ChaQel,Z Johanna Frick,? Sabine Francois,” Christelle Mazurier,’
Asma Boutarfa,” Sandrine Bouchet," N-Claude Gorin," Dominique Thierry,” and Loic Fouillard">

Introduction. Mesenchymal stem cells (MSCs) possess unique immunomodulatory properties. They are able to sup-
press allogenic T-cell response and modify maturation of antigen-presenting cells. Their role in the treatment of severe
graft versus host disease has been reported. The underlying molecular mechanisms of immunosuppression are cur-
rently being investigated. Histocompatibility locus antigen (HLA)-G is a nonclassical major histocompatibility com-
plex class I antigen with strong immune-inhibitory properties.

Methods. We studied the role of HLA-G on MSC-induced immunosuppression. The expression of HLA-G on human
MSCs cultured alone and in mixed lymphocytes reaction (MSC/MLR) was analyzed.

Results. We found that HLA-G can be detected on MSCs by real-time reverse-phase polymerase chain reaction,
immunofluorescence, flow cytometry (52.4+3.6%), and enzyme-linked immunosorbent assay in the supernatant
(38.7%5.2 ng/mL). HLA-G protein expression is constitutive and the level is not modified upon stimulation by
allogenic lymphocytes in MSC/MLR. The functional role of HLA-G protein expressed by MSCs was analyzed using the
87G anti-HLA-G blocking antibody in a MSC/MLR. We found that blocking HLA-G molecule significantly raised
lymphocyte proliferation in MSC/MLR (35.5%, P=0.01).

Conclusion. Our findings provide evidences supporting involvement of HLA-G in the immunosuppressive properties of
MSCs. These results emphasize the potential application of MSCs as a relevant therapeutic candidate in transplantation.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Immunosuppression, Mixed lymphocytes reaction, Histocompatibility locus

antigen-G, Graft versus host disease.

(Transplantation 2007;84: 231-237)

xperimental evidence and preliminary clinical studies
have demonstrated that human bone marrow stromal
cells, referred as mesenchymal stem cells (MSCs), have an
important immunomodulatory function in the management
of allogeneic hematopoietic stem cell (HSC) transplantation
(1). Injection of MSCs could cure severe graft versus host
disease (GVHD) (2, 3) and promote hematopoietic recovery
(4, 5). Furthermore, MSC injection in immunocompetent
baboons prolonged skin allograft survival (6).
MSC-mediated inhibition of immune response is a
complex mechanism that involves changes in the maturation
of antigen-presenting cells (7) as well as suppression of dif-
ferentiation and function of monocyte derived dendritic cells
(DCs) (8). Furthermore, MSCs altered the cytokine secretion
profile of naive DC, effector T cells, and natural killer cells
(NKs) and modified the proinflammatory THI1 profile to-
wards TH2 anti-inflammatory profile. These properties could be
useful for the prevention and treatment of GVHD and the inhi-
bition of graft rejection (9).
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MSCs exert profound immunosuppression by inhibit-
ing T-cell proliferation in response to various stimuli in vitro
(10). They induce regulatory immunosuppressive lymphocytes
(9) and CD8 apoptosis (11). MSCs inhibit cell cycle progression
(12) and CD4 allo-proliferation (10). This immunosuppressive
effect of MSCs is mediated through several inducible soluble
factors, such as transforming growth factor-g) (10), hepatocyte
growth factor (10), interleukin-10 (IL-10) (7), prostaglandin E2
(PGE2) (9), and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (13). In
these studies, a partial reversion of the MSC inhibitory effect on
T-cell proliferation was demonstrated.

Natural processes allow fetal allografts to evade from
rejection by the mother. This phenomenon is partially depen-
dant on histocompatibility locus antigen (HLA)-G molecules
(14). HLA-G is a nonclassical major histocompatibility complex
(MHC) class I, which is expressed in both membrane-bound
and soluble isoforms. Both of them can display tolerogenic
properties via interaction with inhibitory receptors on DC,
NK, and T cells. Soluble HLA-G exerts an immunosuppres-
sive effect by inducing apoptosis of CD8+ T cells and down
modulating CD4+ T cells proliferation. Membrane-bound
HLA-G protein has been shown to inhibit NK cells and T
cell-mediated cytolysis, to suppress proliferation of allo-
specific CD4+ T lymphocytes and to induce TH2 cytokine
profile. For review, see (15). Furthermore, a good correlation
between HLA-G expression and graft acceptance has been
evidenced (16).

Production of HLA-G protein by adult MSCs had never
been demonstrated. We investigated whether HLA-G was ex-
pressed by MSCs and contributed to MSC-mediated inhibition
of immune response in vitro. We report here that MSCs express
HLA-G protein and demonstrate that HLA-G is involved in
MSC-mediated lymphocytes proliferation inhibition.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and Culture of Human Bone Marrow
(BM) MSCs

BM cells were obtained after informed consent of pa-
tients undergoing total hip replacement surgery and were
used in accordance with the procedures approved by the hu-
man experimentation and ethic committees of Hospital St
Antoine (France). Ten to twenty milliliters of BM were har-
vested in a-minimum essential medium (MEM; Invitrogen,
Cergy, France) supplemented with heparin. Total cells were
isolated from bone fragments after two rounds of mechan-
ical extraction/sedimentation. The recovered cells were
centrifuged and resuspended in culture medium. Nucle-
ated cells were counted after red cells lysis by acetic acid.
Then, the nucleated cells were plated at 50,000 cells/cm? in
a-MEM supplemented with 10% fetal calf serum (research-
grade FCS, Hyclone, Perbio, France), 1% L-glutamine, 1%
penicillin streptomycin, and 1 ng/mL betaFGF (Sigma,
France) referred as FCS-aMEM. FCS-aMEM corresponds
to the culture techniques used in clinics (17). To study the
importance of culture conditions for HLA-G protein ex-
pression, a-MEM medium supplemented with platelet ly-
sat from platelet-rich plasma (PRP-aMEM) was used in
comparison with FCS-aMEM. For the culture in PRP-
aMEM, the cells were plated at 2.10° cells/cm? in a-MEM,
1% L-glutamine, 1% penicillin streptomycin, heparin 2U/
mL, and 5% of platelet lysat from PRP as previously pub-
lished (18). Culture flasks were incubated at 37°C with 5%
CO, in humidified atmosphere. After 72 hr, nonadherent
cells were removed, and the medium was replaced twice a
week until the 90% of confluence was reached. Then, cells
were detached using 0.25% trypsin (Stem Cell Technolo-
gies), and passaged up to passage 4 (P4). The cells were
characterized by phenotypic analysis, and ability to differ-
entiate into adipocytic, chondrocytic and osteocytic lin-
eages as previously described (19).

Antibodies, Flow Cytometry, and
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

At each passage, the cells were characterized using
monoclonal antibodies specific for CD105 (SEROTEC,
France), CD73 (BD Pharmingen, France), and CD45
(Beckman Coulter, France) conjugated with FITC, PE, and
PCS5, respectively. Acquisitions and data analysis were per-
formed using the flow cytometer FACScalibur (BD Bio-
sciences) and CELLquest software (Becton Dickinson). For
HLA-G analysis we used the mouse anti HLA-G1/G5
MEMG/9 FITC antibody (Exbio, Praha, Czech Republic) at
1/500 final concentration. For all analysis isotypic controls
were systematically included. Intracellular staining was per-
formed using the Cytofix/cytoperm kit (BD Biosciences) ac-
cording to the recommended conditions. To detect soluble
HLA-G molecule in culture supernatant we performed an
ELISA coated with the same MEMG/9 antibody, according to
the manufacturer’s instructions (Exbio, Praha, Czech Repub-
lic). Functional assessment of HLA-G activity was performed
using (87 G) anti HLA-G blocking antibody (Exbio, Praha,
Czech Republic, 10-437-C100).
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Semiquantitative Real-Time Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR)

Total RNA was prepared from MSCs using the Trizol
method according to the manufacturer’s instructions (In-
vitrogen, Paisley, Scotland). A total of 1 ug of DNase treated
RNA was transcribed into cDNA using 200 units of Super-
Script II reverse transcriptase (Invitrogen, Groningen, Neth-
erlands) and 150 ng of random primers (Invitrogen). PCRs
were performed in duplicate using the SYBR green Master
Mix according to the manufacturer’s instructions (Applera,
Foster City CA USA). GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, access number NM002046) was used as a ref-
erence gene. GAPDH gene forward GAAGGTGAAGGTCG-
GAGTC and reverse primer GAAGATGGTGATGGGATTTC
and HLA-G genes (access number X17273) forward primer
ACCATCCCCATCAGGTATC and reverse primer ACCG-
CAGCTCCAGTGACTACA were designed on Primer
Express'™ software (Applera). Primers sequences were
checked for theoretical target genes specificity on BLAST2.
The specificity of PCR products was checked with melting
temperature dissociation software (Applera). We used uni-
versal RNA control (Clontech Universal Reference Total
RNA, Clontech) to prepare standard curve. Then sample
quantity is determined from the standard curve. We calcu-
lated the average of HLA-G value from six healthy donors in
duplicate using equation of standard curve.

Immunofluorescence

MSCs were cultured on Labtek chamber slide system
(Nunc) up to 80% confluence. After three washes in
phosphate-buffered saline 1X, the cells were fixed for 20 min
in 4% paraformaldehyde. Permeabilization and blocking
were done with 0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% SVF in
phosphate-buffered saline 1X during 45 min at room tem-
perature. MSCs and positive control were incubated with the
87G (Exbio, Praha, Czech Republic) primary antibody (1/50)
in 300 wL of the same buffer without Triton X-100 for 4 hr at
room temperature. After washing, cells were incubated with
the secondary fluorescent antibody diluted at 1/100 for 1 hr.
To visualize nuclei, slides were mounted with 10 wl DAPI anti
fading and visualized on microscope.

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)
Proliferation Assay

Human PBMCs from two different donors were iso-
lated from heparinized blood by gradient centrifugation on a
Ficoll solution (density 1.077 g/mL, Biochrom, Germany) at
400g for 20 min at room temperature. Stimulator PBMCs
were treated by mitomycin at 25 ug/mL for 30 min at 37°C
(Sigma, Isle d’Abeau, France). Cell count and viability were
assessed by trypan blue dye exclusion, and then used directly
in mixed lymphocyte reaction (MLR).

Human MSCs were plated in triplicate at passage 2 onto
U-bottomed 96-well plates at 10> cells/mL in 100 uL of FCS-
aMEM and were allowed to adhere to the plate for 1 to 2 hr.
Human respondor (10° PBMCs) and an equal number of
stimulator PBMCs were added to wells in 100 uL of RPMI
1640 (Invitrogen, Cergy, France) 10% inactivated FCS
(Sigma, France). Cultures were incubated at 37°C in 5% CO,
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for 5 days and then pulsed with thymidine for the final 18 hr
(1 nCi per well, Amersham Pharmacia). Thymidine incorpo-
rated in DNA was recovered on filters, counted, and ex-
pressed in count per minute. Donors are different for MSCs,
respondor or stimulator PBMCs.

HLA-G Functional Assay

To test the ability of anti HLA-G blocking antibody
(87G) to restore lymphocyte proliferation, the same proce-
dures were followed with addition of 3 ug/well of 87G anti-
body (concentration of 1 mg/mL), as previously described
(20), on the first day of the MSC/MLR cultures (9 MSC do-
nors). We performed an antibody titration for optimal con-
centration at 3, 6, 9, and 12 uL per well. We confirmed that
the dose of 3 wL was optimal and the upper doses (6,9, 12 ul)
did not increase the restoration.

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed with the statisti-
cal package for the social sciences (SPSS Institute, Chicago,
IL) version 10. Statistical significance was calculated using ¢
test analyses. Significance was set at P<<0.05 (*). All values
were expressed as the mean and SEM (standard error of the
mean). Twenty different MCS samples were used to evaluate
the difference in the percentage of intracellular and mem-
brane bound HLAG in MSC/MLR. As well, lymphocyte pro-
liferation in the presence or absence of HLA-G blocking
antibody was compared from nine individually acquired
MSC samples. Finally, the percentage of HLA-G positive
MSC was determined through up to four successive in vitro
passages from six independent samples.

RESULTS

MSC Characteristics

Primary human MSCs were generated from adherent
fraction of bone marrow of healthy donors. At each passage
the percentage of CD105, CD73 and the absence of the hema-
topoietic marker CD45 were analyzed. At the end of the sec-
ond passage MSCs were negative for hematopoietic antigens
CD45 (0.96%) and they expressed antigens known to be
present in MSCs: CD73 (80.45+6.27%) and CD105 (97.98*+
5.5%). The immune suppressive properties of the studied pop-
ulations were assayed in MLR. An inhibition of 56+4.5% of the
PBMC proliferation was observed. We have also verified that
MSC:s retain their capacity to differentiate into adipocytic, os-

FIGURE 1.
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teoblastic and chondroblastic lineages, using adequate me-
dia (data not shown) as previously described (19).

MSCs Expression of the HLA-G Molecule

RT-PCR was used to analyze the expression of mRNA
hla-g transcripts by MSCs. A total of 10 ng of total RNA of MSCs
expressed 0.03+£0.01 ng of HLA-G transcripts. To analyze the
presence of HLA-G protein on MSCs, we used the specific 87G
antibody, which recognizes the soluble and membrane-bound
isoforms of the native molecule, and performed immunofluo-
rescence. As shown in Figure 1A, HLA-G molecule was readily
detectable on human MSCs. Figure 1B and 1C show positive
(fetal tissue) (I15) and negative control (isotype-matched
mouse monoclonal antibodies), respectively.

Presence of HLA-G molecule on MSCs was quantified by
flow cytometry using the specific MEMG/9 antibody on 16 dif-
ferent healthy donors. Extracellular and intracellular staining
were used to study membrane-bound and intracytoplasmic
HLA-G protein. A mean value of 52.4%3.6% of HLA-G-
positive MSCs (Fig. 2A) was detected using intracellular
staining. A low percentage of 13.7+1.3% HLA-G-positive
MSCs (Fig. 2B) was detected using membrane-bound HLA-G
staining. The immunostaining specificity was verified using
lymphocytes from healthy donors as negative control; no ex-
tracellular or intracellular HLAG molecule was detected (data
not shown).

To quantify soluble HLA-G in culture supernatants, we
performed an ELISA on 14 different MSC donors using the
same MEMG/9 antibody. A mean value of 38.7%5.2 ng/mL
HLA-G proteins was detected in MSC culture supernatants.
The expression of HLA-G varied with the length of culture:
successive passage showed a decrease of HLA-G positive cells
(Fig. 3).

Percentage of HLA-G-Positive MSCs and Culture
Conditions

To test whether HLA-G production was dependant
of the MSC culture conditions, a medium supplemented
with platelet lysate obtained from PRP (PRP-a-MEM) was
used (18) and compared with FCS-enriched medium (FCS-
aMEM). Using flow cytometry, we found no difference in the
percentages of MSCs expressing CD105 or CD73 antigens. In
both culture conditions, intracellular HLA-G is readily de-
tectable in a large percentage of the MSC population (Table
1). HLA-G membrane-bound molecule was found on a low

C

Detection of HLA-G on MSCs with immunofluorescence. (A) MSCs and (B) fetal tissue (positive control) were

incubated with 87G antibody then a secondary rhodamine-labeled antibody. (C) Negative control: MSCs incubated with the
rhodamine-labeled secondary antibody. Red color shows intracytoplasmic HLA-G protein expressed by positive cells. Blue

color evidenced DAPI staining.
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>

FIGURE 2. Flow cytometry study of
HLA-G-positive MSCs. HLA-G-positive
MSCs were evidenced using the spe-

Transplantation * Volume 84, Number 2, July 27, 2007

cific MEMG/9 antibody (dark line). An
isotypic mAb was used as a control
(dotted line). Cytometric traces show

100 120

17.1%

the level of fluorescence (x-axis) and
the number of cells (y-axis). (A) HLA-G
intracellular staining (64.62%), (B) HLA-
G cell surface expression (17.1%). Ex-
periments were performed using MSCs
from 16 donors; shown are typical pro-
files from one donor. The percentage of
HLA-G-positive cells was calculated af-
ter the subtraction of isotypic control by
CELLquest software.
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FIGURE 3. HLA-G production by MSCs decreases dur-
ing passages. MSCs from six different donors were cultured
in FCS-a-MEM. Mean percentages of intracellular HLA-G-
positive MSC of six different donors at all passages were
obtained by flow cytometry analysis using MEM/G9 spe-
cific antibody. Successive passages (P) showed a decrease
in percentage of HLA-G-positive MSCs.

percentage of both MSC-cultures. The percentage of intracel-
lular HLA-G-positive cells is significantly higher in PRP-
oMEM than in FCS-aMEM cultures, with a p value of 0.023
(Table 1).

HLA-G Molecule Is Implied in the Inhibition
Induced by MSCs of Allogenic PBMC
Proliferation

To test the role of HLA-G expressed by MSCs on lym-
phocyte proliferation, we analyzed the modifications in
HLA-G expression in MSC/MLR as compared with MSC cul-
tures alone. Flow cytometry experiments performed on MSCs
from four different donors showed no statistical change in the
percentages of membrane-bound or intracytoplasmic HLA-
G-positive MSCs in MSC/MLR when compared with MSC
cultures alone (Fig. 4A). In the same experimental conditions,
no HLA-G-positive PBMC was detected in MLR (Fig. 4B).
Soluble HLA-G in the supernatant of the cultures was quan-
tified with ELISA. Results showed that the level of soluble
HLA-G in supernatants of MSC/MLR culture was (40.6+7.1
ng/mL) and of MSC alone was (38.7%5.2 ng/mL). The differ-
ence between both types of cultures was not statistically signifi-
cant (P=0.89). The level of soluble HLA-G detected by ELISA
could be linked to the high percentage of intra-cellular HLA-G
positive cells detected by flow cytometry.

No change in HLA-G production could be detected
upon allogenic stimulation (MSC/MLR). However, the role

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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TABLE 1. HLA-G production is dependant on culture
conditions
FCS-a—MEM PRP-a—MEM Pvalue
Mean percentage 45.03+4.06 61.34+4.61 P=0.023 (%)
intracellular
staining (SEM)
Mean percentage 15.32+0.87 22.51%2.39  P=0.4 (NS)
extracellular
staining (SEM)

MSCs were cultured in FCS-a—MEM or PRP-a—MEM medium.

Mean percentage of intracellular HLA-G-positive MSCs analysis by flow
cytometry from different donors (n=6).

* P<0.023.

of HLA-G as a possible mediator of MSC immunosuppressive
effect cannot be excluded. To test the functional role of the
HLA-G protein expressed by MSCs, the specific neutralizing
antibody 87G was used in MSC/MLR (MSC/MLR+87G). Al-
logenic PBMC proliferation was taken as a reference of 100%
proliferation. The mean percentage of PBMC proliferation
was significantly greater in MSC/MLR+87 G (65.9%£7%)
when compared with MSC/MLR (44*+4.5%, P=0.01, Fig. 5).
The MSC induced inhibition of allogenic lymphocyte prolif-
eration was alleviated by 87G antibody blockade with a mean
value of 35.5%. These results suggest that HLA-G could be a
novel T-cell inhibitory effector produced by human MSCs.

DISCUSSION

In this work, we studied the expression of the immuno-
tolerogenic molecule HLA-G by MSCs and studied its impli-
cation toward the MSC immunosuppressive effects. We
analyzed HLA-G expression at messenger RNA and protein
level. This is the first report showing that human adult bone
marrow MSCs express HLA-G as detected by RT-PCR, im-
munofluorescence, flow cytometry and ELISA.

Our results confirm the presence of hla-g transcripts in
adult MSCs (21, 22). Gotherstrom et al. (22) have already re-
ported detection of HLA-G protein by western blot in fetal
MSCs, however not in adult MSCs. This later result differs
from our report. This could be due to the differences in
experimental design or culture conditions. Indeed in vitro we
demonstrated (Table 1) that MSC culture in FCS-aMEM or
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FIGURE 4. The percentage of HLA-G-positive MSCs is
not modified in MSC/MLR. HLA-G-positive cells were de-
tected by flow cytometry using MEMG/9 antibody. (A)
Mean percentage of intracellular (black histogram) and
membrane-bound HLA-G (gray histogram) in MSC/ MLR as
compared with MSCs alone (n=4). No statistical change of
HLA-G expressionin MSC/MLR was observed. (B) Negative
control: Representative flow cytometry data of the percent-
age of intracellular HLA-G on allogenic PBMCs alone (dot-
ted line) and after 5-day coculture (dark line).
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FIGURE 5. MSC tolerogenic effects are mediated in vitro
via secretion of HLA-G. Tritiated thymidine (*HTdR) incor-
poration was measured as a marker of PBMC proliferation
and data were presented as percent change in incorpo-
rated *HTdR in presence or absence of 87G (PBMC-+PBMC
in absence of MSCs=100%). The *HTdR incorporation test
indicates that addition of MSCs significantly inhibited the
proliferative response. The inhibition was partially re-
stored in presence of 87G HLA-G blocking Antibody. Per-
cent of restoration was calculated as follows: (MSC/MLR+
87G—MSC/MLR)/(MLR—MSC/MLR) X 100. Results repre-
sent the Mean*SEM of 9 separate experiments performed
in triplicate.
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in PRP-aMEM could induce significant differences in the
percentage of HLA-G-positive MSCs.

Human MSCs are multipotent unspecialized cells with
a capacity for self-renewal and differentiation into multiple
cell lineages. These stem cell characteristics could explain the
expression of HLA-G molecules, which is found on numer-
ous fetal tissues such as cytotrophoblast, hematopoietic pro-
genitors (23) and fetal MSCs (22). This is in accordance with
our results. Indeed, a decrease of the number of HLA-G-
positive cells was observed over time using intracellular stain-
ing. Whether the observed decrease is linked with senescence
of the cell remains to be studied (24).

It has been shown that co-culture of nonhuman pri-
mate or human MSCs with peripheral blood lymphocytes
from allogenic donors did not stimulate their proliferation in
vitro (6, 25). This effect could be mediated through constitu-
tive HLA-G expression by MSCs. Hereby, we demonstrated
that, with two different antibodies (MEMG/9 and 87G), MSCs
expressed constitutively the strong immune-inhibitory HLA-G
molecule, which could explain the escape of immune recogni-
tion of MSCs by allogeneic peripheral blood lymphocytes.

MSCs can exert profound immunosuppression by in-
hibiting T-cell proliferation in response to various stimuli in
vitro (10, 25). In vivo, injection of MSCs leads to prolonged
allograft survival in non-human primate (6) and murine
models (26). A possible mechanism to explain the MSC in-
hibitory effect was a veto cell-like activity (27). Indeed, in
vitro veto cells inhibit CTL function against their own anti-
gens, but not against third-party allogenic cells. This contrasts
with reported inhibition of allogenic lymphocytes cytotoxic-
ity and proliferation by MSCs (6, 10). A veto cell like activity
is in agreement with the extensive data demonstrating en-
graftment and detection of MSCs (17, 28, 29) in various spe-
cies. The constitutive expression of HLA-G by MSCs could
support the veto cell-like activity, which plays an important
role in their low immunogencity.

It has been shown that human MSCs in cultures can
mediate suppression of lymphocytes proliferation by several
secreted factors such as hepatocyte growth factor, transform-
ing growth factor-f (10)and IL-10 (30). However blocking
these factors with antibodies does not completely reverse the
MSC-mediated immunosuppression. Recently, the role of
tryptophan catabolizing enzyme IDO has been suggested to
play a role in the MSC-mediated immunosuppression (13).
IDO is not constitutively expressed in MSCs but depends on
their activation by lymphocytes or exogenous IFN-vy. This
could explain the inhibition of allogenic lymphocytes but
could not explain the low immunogenicity and the engraft-
ment of MSCs in allogeneic recipients. More recently, PGE2
which modulates a wide variety of immune cell functions in
vitro (31), has been suggested to play a role in the MSC-
mediated immunosuppression (30). However, using PGE2
synthesis inhibitors negated 70% of MSC’s inhibitory effect
(9). The overall data suggest the possibility of other antici-
pated molecules.

MSCs inhibit CD4+ T cells proliferation and DC mat-
uration. They induce regulatory immunosuppressive cells,
cell cycle arrest, and TH2 cytokines profile. It has been dem-
onstrated that HLA-G exerts the same immuosuppressive ef-
fects (15), which could indicate that HLA-G expressed by
MSCs may be responsible for much of human MSC-mediated
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immunomodulatory effects. We studied the implication of
HLA-G in the inhibitory effect mediated by MSCs. We eval-
uated the percentage of HLA-G-positive cell expression (flow
cytometry) and the level of HLA-G in culture supernatant
(ELISA) in MSC/MLR compared with cultured MSCs alone.
We could not detect a statistically significant difference in
HLA-G expression in both assays. However, this does not ex-
clude the effective role of HLA-G in MSC-mediated suppressive
effect and could indicate an optimal operational concentration
of HLA-G expressed by MSCs. This is supported by our results:
we have shown that with a neutralizing HLA-G antibody it was
possible to partly counterbalance MSC-immunosuppressive ef-
fects. Hereby we demonstrated that HLA-G is a tolerogenic mol-
ecule constitutively expressed in cultured MSCs alone or in
MSC/MLR.

Restoration of lymphocytes proliferation was consis-
tently demonstrated in MSC/MLR using allogenic PBMCs
from different donors. The significant restoration of lympho-
cytes proliferation in presence of HLA-G neutralizing anti-
body suggests that HLA-G may be partly responsible for
human MSC-mediated immunomodulatory effects in vitro.

The constitutive expression of HLA-G protein, along
with other reported inhibitory factors expressed by human
MSCs, corroborates the effectiveness of MSCs in the manage-
ment of GVHD (2). Our results showing that MSCs can limit
lymphocytes response via HLA-G secretion could offer one
explanation for this beneficial effect. It has been demon-
strated that HLA-G secretion was associated with a better
heart and liver graft acceptance (16, 32). A careful evaluation
of the harmful immunomodulatory effects of MSCs is needed
with regard to minimal residual disease and tumor escape in
vivo. MSCs open new insights in the prevention and treat-
ment of graft rejection in tissue and organ transplantation.
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The therapeutic management of severe radiation burns remains a challenging issue.
Conventional surgical treatment (excision and skin autograft or rotation flap) often fails to
prevent unpredictable and uncontrolled extension of the radiation necrotic process. We
report here an innovative therapeutic strategy applied to the victim of a radiation accident
(December 15, 2005) with an iridium gammagraphy radioactive source ('*2lr, 3.3 TBq). The
approach combined numerical dosimetry-guided surgery with cellular therapy using
mesenchymal stem cells. A very severe buttock radiation burn (2000 Gy at the center of the
skin surface lesion) of a 27-year-old Chilean victim was widely excised (10 cm in diameter)
using a physical and anatomical dose reconstruction in order to better define the limit of
the surgical excision in apparently healthy tissues. A secondary extension of the radiation
necrosis led to a new excision of fibronecrotic tissues associated with a local cellular
therapy using autologous expanded mesenchymal stem cells as source of trophic factors to
promote tissue regeneration. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells were
expanded according to a clinical-grade technique using closed culture devices and serum-
free medium enriched in human platelet lysate. The clinical evolution (radiation pain and
healing progression) was favourable and no recurrence of radiation inflammatory waves
was observed during the 11 month patient’s follow-up. This novel multidisciplinary
therapeutic approach combining physical techniques, surgical procedures and cellular
therapy with adult stem cells may be of clinical relevance for improving the medical
management of severe localized irradiations. It may open new prospects in the field of

radiotherapy complications.

The medical management of severe radiation
burns after accidental overexposure to ionising
radiation is still a major therapeutic challenge
unresolved with the therapeutic
approach derived from the management of ther-
mal or electrical burns [1,2].

There are marked differences between radia-
tion and thermal burns in terms of physio—path-
and
evolution. The main feature of severe radiation

classical

ological mechanisms, clinical aspects
burns is the occurrence of unpredictable succes-
sive inflammatory waves leading to the exten-
sion, in surface and in depth, of the necrotic
process. After an initial period marked by a clin-
ical picture limited to a rash and itching, subse-
quent ulceration and necrosis develop, which
may extend to the deep dermal and underlying
muscle structures [3). Moreover, these inflamma-
tory waves are associated with uncontrollable
pain highly resistant to morphinics. The patho-
physiological process, which implies a cascade of
inflammatory mediators and a continuous acti-
vation of target cells (endothelial cells and

fibroblasts) is not yet established. At very high

10.2217/17460751.2.5.xxx © 2007 Future Medicine Ltd ISSN 1746-0751

radiation dose, this uncontrolled and extensive
morbid process involves several target tissues
including muscles, vessels and bones.

Presently, the classical treatment of radiation
burns has remained conservative in case of
superficial lesions of distal extremities, with the
use of necrectomy followed by rotation flaps
and, in case of profound and large necrosis,
excision and coverage of the wound bed with a
good quality, full-thickness skin graft. When
new inflammatory waves impair this therapeu-
tic approach, there has been no other approach
than new extensive surgical excisions ending
with successive amputations [4]. In all cases, the
healing has been delayed, fragile and unpredict-
able 15.6. As a result, severe radiation burns
remain a highly puzzling and challenging thera-
peutic issue.

In the framework of a recent radiation acci-
dent concerning a 27-year-old Chilean man
who had been overexposed to a gammagraphy
radioactive source, we used an innovative ther-
apeutic strategy combining both early dosime-
try-guided lesion excision and cellular therapy
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with mesenchymal stem cells (MSCs). The
aim of the early dosimetry-guided surgery was
to perform the most accurate and largest exci-
sion in order to prevent the vicious circle
induced by the successive inflammatory waves
reaching apparently healthy surrounding tis-
sues. The aim of the MSC therapy was to
deliver to the lesion site trophic factors able to
favor the healing of the impaired tissue.

We report here on the favourable outcome of
the radiation lesions following this therapeutic
approach.

Case report & methods

Patient & irradiation accident

A 27-year-old Chilean man was overexposed, on
15 December 2005, to a gammagraphy radioac-

tive source ('’Ir, 3.3 TBq). He picked up the
source with his left hand and put it in the back
left pocket of his trousers, where he kept it for
approximately ten minutes before the alert was
given. Following a multifocal localized irradia-
tion, he rapidly exhibited severe radiation burns
located to the hand and the buttock. The early
occurrence of skin lesions (ringed permanent
erythema with a central atonic area) at the but-
tock level within the first days after irradiation,
strongly suggested a very high-dose exposure.
Following the request of the Chilean authorities
through International Atomic Energy Agency
(IAEA) the patient was hospitalised at the Burn
Treatment Centre (BTC) of Percy Military Hos-
pital (Paris, France) on 29 December 2005. The
buttock skin lesion evolved into moist epidermi-

Figure 1. Physical and anatomical dose reconstruction for surgical excision planning.

(A) CT scans of the patient: 163 slices from mid-abdomen to mid-thigh were used to generate a personalized numerical voxel phantom
representative of the patient. (B) View of the voxel phantom of the victim with the source. Using SESAME software, a voxel phantom with
external contours and bone structures was generated and the "92Ir source was positioned at 2 mm from the centre of the skin lesion
surface on the left buttock. (C) Dose distribution pattern obtained at the same level as the source plane: a map of the dose distribution
on the skin surface and underlying tissues of the buttock was obtained with numerical simulations associating a Monte Carlo code and
the personalized voxel phantom. The dose absorbed at the skin surface is very high (almost 2000 Gy). The gradient of the dose was very
sharp: the 20 Gy and 5 Gy isodoses were respectively situated at 5 cm and 10 cm from the centre of the lesion. (D) Dosimetry-guided
surgery: based on this mapping, a surgical excision measuring 10 cm diameter in surface and 5 cm in depth was performed on the left

buttock.

Source

Numerical voxel phantom

Dosimetry-guided surgery design

2000 Gy, at the lesion center
20 Gy, 5cmin depth

Isodose reconstruction
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tis (4-5 cm in diameter), then quickly worsened
and progressed to ulceration. In the weeks fol-
lowing exposure, the left hand exhibited ery-
themateous lesions with swollen fingers. These
radiation skin lesions were accompanied by clas-
sical intense pain, which was only partially allevi-
ated by morphine. The early development of the
buttock lesion without any latency phase, its fast
evolution toward ulceration and the uncon-
trolled pain were characteristic of a very severe
radiation burn with poor prognosis.

Physical dosimetric reconstruction
The strategy adopted to reconstruct the acciden-
tal dose distribution delivered to the patient was
based on numerical simulations. A numerical
dosimetric reconstruction of a radiation accident
needs to simulate the source, its environment
and the patient body using a numerical anthro-
pomorphic phantom. The doses absorbed by the
tissues are then calculated using a computer
code. Such numerical methodology was recently
applied to other severe radiation accidents (7,8]
In this accident a voxel anthropomorphic
phantom was used and generated with the SES-
AME software [9] from 163 computed tomogra-
(mid-abdomen to  mid-thigh)

(Figure 1A, 1B). The simulations were carried out

phy slices

assuming an exposure time of 10 min and an
activity of '?Ir of 3.3 TBq. Calculations were
performed to generate a map of the dose distri-
bution on the skin surface and underlying tissues
of the buttock using the MCNPX version 2.4.0
Monte Catrlo code (10]. This code is widely used
in dosimetry assessment to model the transport
and interaction of charged or neutral particles in
matter.

Autologous mesenchymal stem

cells production

The patient gave written consent for a new ther-
apeutic strategy combining a surgical approach
and MSC local therapy. Ethical and technical
approvals were obtained from the French health
authority (AFSSaPS). Autologous bone marrow
total cells (BMCs) were obtained from unex-
posed iliac crest aspirations. A novel clinical-
grade MSC production process using closed cul-
ture devices (Cellstack®, Corning, Macopharma,
used. Cells
expanded in a clinical grade medium containing
a-MEM (Macopharma), 10 pg/ml ciprofloxacin
(Ciflox® 400 mg/200 ml, Bayer Pharma,
Puteaux, France) and 8% human platelet lysate
(PL) as a source of growth factors [11,121. PL were

Tourcoing, France) was were

www.futuremedicine.com

obtained from platelet apheresis products that
were biologically qualified according to French
legislation. The platelet number of each product
was automatically measured (ADVIA 120,
Bayer) and only samples containing approxi-
mately 1.10% platelets/ml were selected and fro-
zen at -80°C to obtain a PL containing platelet-
released growth factors. PL products were then
thawed and harvested to be used in culture as
fetal calf serum (FCS) substitutes. 254.5 x 10°
BMCs were plated at a density of 200 x 103
cells/fcm? on day 75 postirradiation (PI) in
1272 cm? Cellstack® devices containing PL
medium and cultured at 37°C in 95% air and
5% CO,. After 3—4 days, the nonadherent cells
were removed and the cultures were re-fed with
fresh medium. On day 14 after the start of the
culture, cells reached confluence. One part of
MSCs was harvested after a 1x trypsin-ethylene-
diamine tetraacetic acid (EDTA) (both from
Sigma) application for 5 min at 37°C, condi-
tioned in human albumin and freshly adminis-
tered. 10 x 10° of remaining MSCs were
reseeded at a density of 8 x 103 cells/cm? in two
1272 cm? Cellstack® and 7 days later, P2 MSCs
were harvested for the second local administra-
tion.

Quality controls were achieved on each cell
product:

* MSC phenotype characterization (CD45-
/CD105*/CD73*/CD90*)  as
described [11].

* Colony-forming unit-fibroblast (CFU-F) fre-
quency numeration: briefly, 0.33 x 106 BMCs
were cultured in 25 cm? flasks with PL
medium. The medium was replaced every
3 days and cultures were stopped on day 10.
Then, the cell layer was fixed and stained with

previously

a Giemsa solution at pH = 7 (Biolyon, Dar-
dilly, France). Clonogenic efficiency was cal-
culated as number of colonies per 10¢ cells

seeded.

* MSC telomerase activity was performed using
a modified telomeric repeat amplification
method (TRAP assay) described by Kim N'W
et al 113]. A TeloTAGGG Telomerase PCR
ELISAPLUS detection kit (Roche Applied
Science) was used to quantify telomerase
activity according the manufacturer recom-
mendations.

* Before administration contamination control
for bacteria, fungi and mycoplasma.
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Figure 2. Surgical therapy.

Pl: Postirradiation.

The wide surgical excision of the buttock radiation burn was performed on day 21 Pl according to the anatomical and physical dose
reconstruction. (A) View of the excision (10 cm diameter). (B) Excised cutaneous and sub-cutaneous tissues including the central
radiation burn. (C) Excised Gluteal muscle in apparent healthy status. The excision was followed by a temporary wound closure with a
cryopreserved skin allograft (D) and in a second step, by a skin autograft (day 49 PI). The clinical evolution was marked by a lysis of the
skin graft and a recurrence of a fibro-necrotic process in the bottom of the wound - day 90 PI (E).

An additional surgical excision of the muscular fibrotic tissue was applied (F) and followed by a second skin autograft at day 90 PI.

Histological analysis

Histological examination of 5pm tissue section
of skin and muscle excisions was performed after
fixation in 5% formaldehyde and staining with
hematoxylin-eosin.

Results

Dose reconstruction of the buttock lesion
A dose reconstruction of the radiation lesion
using numerical method and taking into account
the anatomical characteristics of the patient was
performed in order to improve the accuracy of
the surgical excision. The dose distribution
obtained with numerical simulations associating
a Monte Carlo code and a Voxel phantom repre-
sentative of the patient anatomy is illustrated in
Figure 1C. The dose absorbed at the skin lesion
center was very high (almost 2000 Gy) but
dropped rapidly due to the combined effect of
distance and of tissue attenuation. Thus, the
20 Gy and 5 Gy isodoses were respectively situ-
ated at 5 cm and 10 cm from the center of the
lesion.

Regen. Med. (2007) 2(5)

Dosimetry-guided Surgery

Based on the dose reconstruction mapping, a wide
resection in apparently healthy tissues was per-
formed on day 21 PI (Figure 1D & 24, B, C). All tis-
sues exposed to a dose over 20 Gy that were
situated between the center of the lesion and the
20 Gy isodose, were excised according to hemi-
sphere of 10 cm in diameter and then covered
with a cryopreserved allograft (Figure 2D). Histo-
logical examination of excised cutaneous tissues
revealed characteristic histological features of skin
burns (Figures 3B, C, D). The center of the lesion
was characterized by both dermal ulceration and
marked epidermolysis (Figure 3D). Complete dis-
junction of the epidermis with germinal and
keratinocyte interphase cell death associated to a
loss of epidermis adhesiveness to the basal layer
were observed (Figure 3C). Concerning the under-
lying muscular structure, morphology of the stri-
ated muscle was quite normal without any sign of
rhabdomyolysis, with discrete fibroadipocytic
intensification punctuated with small vessels and
normal morphological nervous structure.
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Figure 3. Histological characteristics of radio-induced tissue damages.

Normal
pattern
area

Pathological area

Transverse sections of skin (A-D) and muscle (E-H), 21 days (A-E) or 90 d (F-H) postirradiation in normal (A,E) or pathological (B-D;

Excised
skin

Day 21 PI

F-H) areas.

Scale bars: 100 um for A-D and H pictures (white bar) and 25 um for E-G pictures (black bar).

Excised
muscle

Day 90 PI

d: Dermis, e: Epidermis, mf: Muscular fiber, MF: Muscular fasciculus.
White arrow heads (panel C): basal layer disjuction.
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Following surgery, no infection or subsequent
radiation inflammatory wave was observed for
1 month. Due to this apparent normal evolu-
tion, a skin autograft was done on day 49 PL
Rapid lysis of the skin graft occurred with the
development of a painful infected radiation
ulceration (Figure 2E).

New therapeutic approach with

cell therapy

A new therapeutic strategy combining a classical
surgical therapy (excision plus skin autograft) and
a local MSC therapy was designed (Figure 4). For
MSC production, an autologous bone marrow
collection was performed, allowing a two-step
MSC expansion producing 182 x 10° cells at the
first passage (P1) and 227 x 10° cells at the second
passage (P2). Results of cell production are sum-
marized in Table 1. Expanded cells exhibited anti-
genic characteristics of MSCs: they did not express
CD45, but expressed CD90, CD105 and CD73
antigens (Figure 5). MSC purity was up to 97% and
their clonogenic efficiency obtained at P1 was 225.
No telomerase activity was found in the expanded

MSCs (Table 1). The pluripotentiality of expanded

www.futuremedicine.com

MSC was controlled by in vitro osteogenic, adipo-
genic and chondrogenic assays performed on five
preclinical culture runs (data not shown).

The first step of this therapeutic approach was
the surgical excision of the muscular fibrotic tis-
sue, followed by a second skin autograft
(Figure 2F). Histological examination of muscle
resection revealed characteristic features of radia-
tion burn recurrence (Figures 3E G, H). Muscular
injury was very heterogeneous and started with
degeneration and retraction of muscular fibers
(Figure 3F). Some areas were characterized by
fibro-atrophic lesions with compression of
number of muscular fasciculus (Figure 3H) evolv-
ing sometime into rhabdomyolysis with numer-
ous plurinucleated cells (Figure 3G). Fibrosis is
punctuated by some inflammatory mononucle-
ated cells. Vascular damages were remarkable by
their polymorphism, their focal characteristic
and the absence of systematisation. Fibrinoid
necrosis of the vascular wall was associated with
perivascular inflammatory cell infiltration. Swol-
len endothelial cells were associated with polynu-
clear wall infiltration, and fibrinous thrombi
obstructing the vessel lumen were observed.
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Figure 4. Mese

(5.5 months PI)
MSC: Mesenchymal stem cells; Pl: Postirradiation.

The surgical excision step and skin allograft was followed by two weekly local administrations of in vitro expanded MSC. (A) 168 x 10°
MSC were injected on day 90 Pl in a circle around the lesion and into the wound bed. (B) The lesion was further dressed with an artificial
derma (Integra®). (C) View of the lesion 9 days after the first MSC administration. (D) 226 x 106 MSC were injected on day 99 Pl in a
circle around the lesion at the cutaneous and muscular levels. (E) Healing evolution on day 109 PI. (F) Final aspect of the lesion

The second therapeutic step was the local
administrations of 168 x 10° MSC on day 90 PI
(Figure 4A) and 226 x 10° on day 99 PI (Figure 4D),
which were injected in circle around the lesion at
the cutaneous and muscular levels, and in the
wound bed of the lesion under the skin graft.
The lesion was further dressed with an artificial
derma (Integra®) (Figure 4B). Figure 6 shows a
schematic temporal pattern of successive surgical
and cellular therapies.

Evolution

Following this therapy combining surgical exci-
sion and cell administration, no adverse reaction
to the autologous MSC administration was
observed. The day following the MSC injec-
tions, pain disappeared and the active clinical
evolution of the radiation burn was stopped. The
healing of the lesion was ascertained by the qual-
ity of the engraftment. Unlike the classical evolu-
tion of a very severe radiation skin lesion, the size
of the wound progressively decreased following a
centripetal process (Figures 4E, F). Almost com-

6 Regen. Med. (2007) 2(5)

plete healing was achieved by 1 month post-
treatment.

No recurrence of radiation burn was observed
during the follow-up of the patient. The healing
was complete without any functional impair-
ment at 5.5 months post irradiation (day 75
post-cell therapy). The only persistent sequelae
were aesthetic (Figure 4F).

Discussion

In contrast to thermal burns, radiation burns
exhibit several clinical patterns including dry
desquamation, moist desquamation and necrosis
according to the radiation dose level [3.4].

Dry and moist desquamations are skin clinical
manifestations of the keratinocyte mitotic death
and necrosis is the consequence of the tissue radi-
ation injuries that have reached not only the skin
but also the deep subcutaneous structures such as
muscles, vessels and sometimes even bone [5].

The surgical management of severe necrotic
radiation burns is theoretically easy to perform.
The conventional main strategy is the excision of

fsg

future science group



A new approach to radiation burn treatment —- CASE REPORT

Figure 5. Mesenchymal stem cell phenotype characterization.

Gating'CD45 Neg

2
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RD1/PE LOG

CD105-PE vs CD90-APC

Gating CD45 Neg
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Bone marrow total cells were plated at a density of 200 x 103 cells/cm? in an expansion medium containing 8% PL. After each passage,
the cells were assessed for antigenic expression by flow cytometry. Cells were labeled with antibodies against CD45, CD90, CD105, and
CD73 or control IgGs, and analyzed by flow cytometry. Plots show specific antibody staining profiles for cells cultured in PL at passage 2

PL: Platelet lysate

(B & C) CD45 negative cells were analyzed for CD90, CD73 and CD105 expression by three-color flow cytometry.
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the necrotic tissues followed by a rotation flap or
a good quality skin autograft. In practice, the
planning of such a surgical approach often
encounters insurmountable technical difficulties
due to the occurrence of successive and unpre-
dictable inflammatory waves associated with a
progressive extension of the necrotic process [6].

www.futuremedicine.com

Then, the evolution of the radiation lesion often
becomes uncontrolled and the final option is a
last surgical act leading to a very high morbidity
and disability [6]. Thus, in two highly irradiated
Peruvian and Georgian victims that we previ-
ously treated in 1999 and 2002 with the classical
surgical approach combining excision and skin
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Table 1. MSC production rates and quality controls.

Bone marrow aspiration (ml)

Input of BMMNCs and MSCs*

Total MSC production

Culture duration (days)

MSC purity (%)

CFU-F efficiency (per 106 cells seeded)
Telomerase activity

Micro-organism contamination
Number of MSCs injected (day PI)

Passages
P1 P2
25 -
254.5 x 106 10 x 100~
182 x 108 227 x 106
14 7
97 100
225 -
None None
Negative Negative

168 x 108 (90) 226 x 106 (99)

graft, we were unable to control, in the Peruvian
case, even after amputation of the irradiated leg,
the huge extension, at the perineal level, of the
radionecrotic process. Concerning the Georgian
case, the conventional treatment was a failure
since four successive excisions followed by skin
autografts were always inefficient 440 days post-
exposure and only an autonomous, vascularized
tissue (omentum flap) covered by skin allograft
allowed healing at 500 days PI (Table 2).

Thus, to date, the best therapeutic approach
for severe radiation burns remains unknown.

One of the unsolved issues is the size of the
excision surgery. Indeed, in a classical surgical
approach, the limits of any lesion to be removed
are well defined. By contrast, regarding radiation
burns, the actual limits of the lesion are
unknown and a tissue that may appear at first
healthy may in fact necrose more or less rapidly.
The first challenge for the surgeon is to appreci-
ate the boundaries between healthy and injured
tissues. The unique way to get reliable informa-
tion concerning this invisible limit is to know
the gradient of dose delivered to the tissues. The
necrotic process is known to occur in tissues that
received a dose greater than 25 Gy.

We took advantage in this accident of the
early recognition of the event with a clear
description of the circumstances, so that we were
able, for the first time in a radiation burn victim,
to do a physical dosimetric reconstruction to
guide the surgical excision.

In practice, physical dose reconstruction with
numerical methods requires a perfect knowledge
of key parameters such as the activity of the
source, the position of the source, the distance
between the source and the lesion, and the dura-
tion of the exposure.

Regen. Med. (2007) 2(5)

In the present case, several parameters were
crucial for assessing an accurate dose reconstruc-
tion. Indeed, the accidental scenario was very
precise, the activity of the source was well
known, the source was wedged in a rear pocket
trouser and was not moved during the exposure,
constantly almost in direct contact with the skin.
Moreover, the most subjective parameter of a
dose reconstruction which is the time of expo-
sure was here pretty well quantified by the victim
himself (10 min by watch checking). In addi-
tion, the physical dose reconstruction was car-
ried out from a personalized voxelized phantom
generated from the tomodensitometric images of
the victim. The dose reconstruction mapping
confirmed the very high severity of the local irra-
diation since 2000 Gy was delivered to the cen-
tre of the lesion. The main characteristic of a
192t source irradiation is the very sharp gradient
of dose delivered inside the target tissue. The
25 Gy necrotic boundary isodose was situated at
4.5 cm in depth from the centre of the skin sur-
face lesion. The key issue of an accidental dose
reconstruction is the assessment of uncertainties
that are in practice very difficult to quantify.
Consequently, a safety factor of 20% was applied
for the dosimetry guided surgery and the 20 Gy
isodose was defined as the limit of the excision in
surface (10 cm in diameter) and in depth (5 cm).
Postsurgical follow-up demonstrated that this
anatomical dose assessment was effective in sur-
face but could have been underestimated in
depth as suggested by the recurrence of the radi-
ation muscular lesion focalized in the wound
bed. Another hypothesis could be the technical
difficulty in controlling accurately the depth of
the surgical excision. Last, a high radiosensitivity
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Figure 6. Schedule of dose assessment, surgical and cellular therapeutical approaches.
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of the patient could also be suspected in view of
the occurrence of the muscular fibrotic process
and the lysis of the autograft.

The present accident demonstrates one more
time that in case of a very severe radiation burn,
the classical therapeutic strategy (serial excisions
followed by skin autografts) is inappropriate.
Therefore, following this primary failure, we
decided to design an innovative therapeutic
approach with cellular therapy.

MSC:s are defined as pluripotent cells capable
of proliferating extensively and able to give rise
to skeletal tissues: bone, cartilage, tendon and
marrow stroma [14-16]. Moreover, MSCs are able
to migrate towards injured tissular lesions
where they deliver a high number of growth
factors that are required for immunoregulation
and repair processes [17-19]. It has been demon-
strated that MSCs can be easily recovered from
bone marrow and enriched through their prop-
erty of adhering to tissue culture surfaces [20].
Several teams have recently expanded MSCs up
to a millionfold 7 vitro for hematologically and
orthopedically relevant applications [21-24. We
have previously shown their positive effect in
promoting the healing of radiation burn lesions
in a preclinical immunodeficient NOD/SCID

mouse model: in this model, the intravenous
administration of human MSCs strongly
improved the healing of burn lesions of the leg
induced by a 30 Gy irradiation [25]. In this con-
text we proposed to the patient a new therapeu-
tic approach where the second surgical excision
and skin graft was locally combined with the
use of MSC therapy.

Muscular fibrotic tissues were again excised,
and a new skin autograft done. Expanded bone
marrow-derived MSC  were locally injected
around and in the lesion and this was repeated a
week later. Following this combined therapy, the
healing of the lesion proceeded smoothly. There
was no side effect. Perfect healing persists 1 year
after the procedure.

We postulate that MSC favoured the radiation
burn healing process through the secretion of
soluble mediators (cytokines) and trophic factors
that may have counteracted the local inflamma-
tory wave processes [25.26]. However, we had no
way to study the fate of the infused MSCs
because of their autologous nature and the lack
of specific markers. It has been shown recently in
several studies with MSCs that when their pres-
ence can be detected at some tissue sites, this
usually does not last over 6-9 months [23].

Table 2. Comparative therapeutic strategies of very severe radiation burns in three historical cases.

Peruvian
case (1999)

Georgian
case (2002)

Chilean
case (2005)

Radiation burn
localization
(size)

Right thigh

(30 x 13 cm)

Back
(26 x 19 cm)

Left buttock

(5cm in diameter)

Surgical treatment strategy: excision, artificial
skin graft, skin autograft, omentum flap

2 excisions

Excision +
artificial skin
graft

2 excisions + 2
skin autografts

Excision + sciatic
nerve cutting

4 excisions + 4
skin autografts

2 excisions + 2 skin

autografts

Mesenchymal  Final

stem cell outcome

therapy
Lower limb No No healing
amputation (Extension to

Perineum area)

Excision + No Healing
omentum flap + (16.5 months
skin autograft post-treatment)
2 excisions + 2 skin - 2 MSC local Healing
autografts administrations (5.5 months

post-treatment)
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In conclusion, we present this report as possibly
indicating the efficacy of human MSC therapy in
the management of very severe radiation burns
involving cutaneous and subcutaneous structures.

If confirmed in further radiation accidents, which

fortunately by nature are rare although dramatic
events, it would bring a major therapeutic
improvement. Furthermore, this novel multidisci-
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Abstract Mesenchymal stem cells (MSC), multipotent
adult stem cells, feature the potential to regenerate tissue
damage and, in parallel, inhibit inflammation and fibrosis.
MSC can be safely transplanted in autologous and alloge-
neic ways as they are non-immunogenic, and consequently
represent a therapeutic option for refractory connective tis-
sue diseases, fibrosing diseases like scleroderma and fistul-
izing colitis like in Crohn’s disease. Actually, there are more
than 200 registered clinical trial sites for evaluating MSC
therapy, and 22 are on autoimmune diseases. In irradiation-
induced colitis, MSC accelerate functional recovery of the
intestine and dampen the systemic inflammatory response.
In order to provide rescue therapy for accidentally over-
irradiated prostate cancer patients who underwent radiother-
apy, allogeneic bone marrow-derived MSC from family
donors were intravenously infused to three patients with
refractory and fistulizing colitis resembling fistulizing
Crohn’s disease. Systemic MSC therapy of refractory
irradiation-induced colitis was safe and effective on pain,
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diarrhoea, hemorrhage, inflammation and fistulization ac-
companied by modulation of the lymphocyte subsets to-
wards an increase of T regulatory cells and a decrease of
activated effector T cells. The current data indicate that
MSC represent a promising alternative strategy in the treat-
ment of various immune-mediated diseases. Encouraging
results have already been obtained from clinical trials in
Crohn’s disease and SLE as well as from case series in
systemic sclerosis. MSC represent a safe therapeutic mea-
sure for patients who suffer from chronic and fistulizing
colitis. These findings are instructional for the management
of refractory inflammatory bowel diseases that are charac-
terized by similar clinical and immunopathological features.

Keywords MSC - Stem cells - Immunology -
Immunomodulation - Connective tissue disease -
Fistulization - Fibrosis - Colitis - Radiotherapy

Background

Mesenchymal stromal cells (MSC) are easy to isolate and
amplify from bone marrow and adipose tissue. These char-
acteristics led to more than 10 years of therapeutic use of
MSC in a growing number of diseases, most importantly in
tissue degeneration, irradiation damage, hematopoetic and
posttransplant diseases as well as in refractory chronic inflam-
matory, fibrosing and fistulizing diseases. In inflammatory
diseases, MSC are effective by their immune modulatory
properties coupled with a tissue repair capacity.

MSC are characterized by their phenotype and their abil-
ity to differentiate into three lineages, chondrocytes, osteo-
blasts and adipocytes. These stroma cells have been
identified in the bone marrow as well as in other tissues of
the joint, including adipose tissue, synovial tissue, perioste-
um, perichondrium and cartilage [1-4]. MSC are primarily
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not immune-stimulating in vitro. They do not induce lympho-
cyte proliferation when co-cultured with allogeneic lympho-
cytes, and they are not targeted by cytotoxic lymphocytes and
natural killer (NK) cells [5-8].

MSC-Lymphocytes and Dendritic Cell Interactions

MSC act as potent modulators of immune responses by their
(in vitro) ability to suppress T cell proliferation [5]. Immune
modulation requires their previous activation by immune
cells through the proinflammatory cytokines interferon gam-
ma (IFN-y), tumour necrosis factor o« (TNF-) or interleukin-
13 (IL-13) [9]. Moreover, indoleamine-2,3-dioxygenase,
heme oxidase as well as human leukocyte antigen G5
(HLA-G5) have been involved in MSC-mediated immune
modulation. A distinct subpopulation of MSC, characterized
by the expression of CXCL12 and vascular cell adhesion
molecule-1, might provide a survival niche for memory plas-
ma cells [10] (Fig. 1). Besides immune modulation, MSC
exhibit healing capacities, improve angiogenesis and prevent
fibrosis [11].

Prostaglandin E2 (PGE2) is involved in the immunosup-
pressive activity of MSCs. PGE2 acts as a powerful immune
suppressant representing inhibiting T cell mitogenesis and
interleukin-2 production, and is a cofactor for the induction
of T helper (Th) type 2 lymphocyte activity. Production of
PGE2 by MSC is enhanced following TNF-x or IFN-y
stimulation. The use of specific inhibitors resulted in resto-
ration of T lymphocyte proliferation [12]. MSC-derived
PGE2 was shown to act on macrophages by stimulating
the production of interleukin-10 (IL-10) and on monocytes

by blocking their differentiation toward dendritic cells
(DCs) [13, 14] (Fig. 2).

The interleukin IL-6, a major MSC-secreted factor, has
been reported to be involved in the inhibition of monocyte
differentiation toward DCs (Fig. 2), decreasing their stimu-
lation ability on T cells [15, 16]. In parallel, the secretion of
IL-6 by MSC was reported to delay apoptosis of lympho-
cytes and neutrophils [17, 18]. HLA-G5 by MSC was re-
cently shown to suppress T cell proliferation, as well as NK
cell cytotoxicity and T cell cytotoxicity, and to promote the
generation of regulatory T (TREG) cells. Cell contact
between MSC and activated T cells induced IL-10 produc-
tion, which was essential to stimulate the release of soluble
HLA-G5 [19, 20].

Promotion of Regulatory T Cells, Suppression
of Autoreactivity

Both in vitro and in vivo, MSC promote the generation of
CD4+CD25+ or CD8+ TREG cells with functional proper-
ties [21]. In vivo data, however, are contradictory [22, 23].
Recent studies suggest that MSC may induce a cytokine
profile shift in the Th1/Th2 balance toward the anti-
inflammatory phenotype Th2 that is accompanied by an
increase of T regulatory lymphocytes and in consequence
an increase of IL10 [24, 25] (Fig. 3). MSC inhibit the
proliferation of B lymphocytes that are activated with anti-
immunoglobulin antibodies, soluble CD40 ligand or cyto-
kines [26]. The use of human adipose tissue-derived MSC
led to decreased antigen-specific Th1/Th17 cell expansion,
enhanced secretion of IL-10 and generation of CD4+CD25+

HGF
TGF-B
IL-10
HLA-G
PGE2
IL-6
IDO

-Induction of anergy

-Induction of regulatory CD4

-Inhibition of proliferation of T and B Lymphocytes

-Inhibition of NK mediated cytotoxicity
-Inhibition of Monocytes differenciationinto APC
-Alteration of APC maturation and function

Fig. 1 Possible sequences of lymphocytes and MSCs interaction.
Initially, CD14+ secrete IL-1-f3, allogeneic lymphocytes secrete IFN-
v. Then, these cytokines will act on MSCs and stimulate the

production of several inhibitory factors. Thirdly, secreted factors will
act on different immunological reactions on lymphocytes through the
executive cells (dendritic cells, DCs)
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Proliferation, cytotoxixity, NKp30. NKp44, *
& NKG2D and CD56
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Fig. 2 Possible different acting mechanisms upon dendritic cells, T
lymphocytes, B lymphocytes and natural killer cells. MSCs inhibit
monocytes (MO) differentiation into immature DCs (IDC) and skewed
them toward cells with macrophage features (Mac). They reduced
percentage of CD34(+) derived IDC but increased plasmacytoid DC
(pDC). They inhibit maturation IDC into mature DCs (MDC). MSCs
inhibit the regulation of HLA-DR, CD80, CD86, CD1a, CD40, CD14
and CD83 antigen on DCs surface through IL-6, M-CSF, PGE2, IL-10
and TGF- {3 secretion. MSCs increased production of IL-10 and

FoxP3+ TREG cells with the capacity to suppress self-
reactive T effector responses in a xenogeneic collagen-
induced arthritis model [27].

MSC in Clinical Practice

Transplantation of MSC from BM is considered safe and has
been widely tested in clinical trials of cardiovascular, neu-
rological and immunological disease with encouraging
results. The continuously growing interest on MSC therapy
is based besides their safety on MSC’s pleiotropic functions
that enhance endogenous repair and attenuate immunologi-
cal dysfunction. Currently, there are more than 200 regis-
tered clinical trial sites for evaluating MSC therapy
throughout the world (http://clinicaltrials.gov/, summarized
in [28, 29]). For the absence of major histocompatibility
complex class I and T lymphocyte coactivators, MSC are
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decreased production of I1l-12, TNF-a and INF-y by DCs. MSCs
induced DC that exhibit a suppressor phenotype (supp APC) and
generated alloantigen-specific regulatory cells (Reg cells). MSCs in-
hibit NK proliferation and change cytokines secretion pattern through
IDO, TGF-, PGE2. MSCs inhibit lymphocytes B proliferation and
differentiation to plasma cells through IDO. MSCs inhibit lymphocytes
T proliferation and cytotoxicity through IDO, PGE2, HLA-G, TGF-f3,
HGEF, 11-10 and IL-1$3

immunoprivileged and in parallel display immunomodula-
tory, proangiogenetic as well as antifibrotic properties. Con-
secutively, MSC represent an attractive clinical approach for
chronic inflammatory, fibrosing and fistulizing diseases.
MSC can be transplanted without conditioning and without
immunosuppressive prophylaxis in allogeneic as well as in
autologous way. Actually, within 140 clinical studies
reported employing MSC, 22 are on autoimmune diseases.
No major complications have been documented so far [29].
MSC can be obtained from bone marrow (BM), adipose
tissue, cord blood and potentially from muscle, gingiva
and fetal liver. Actually, most clinical MSC studies use
BM, adipose tissue and cord blood. MSC undergo 2—
3 weeks of culture before use either by immediate injection
into the patient or alternatively by cryoconservation and
banking. Either fresh or cryoconserved MSC culture prod-
ucts can be injected intravenously or locally (i.e. into fistula
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Fig. 3 Proposed mechanisms of MSC action upon dendritic cells
(DCs). MSC mediate their immunomodulatory effects by interacting
with cells from both the innate (dendritic cells (DC), pathways 2—4;
natural killer cells (NK), pathway 6) and adaptive immunity systems (T
cell, pathways 1 and 5). MSC inhibition of TNF-« secretion and
promotion of IL-10 secretion may affect DC maturation state and their
functional properties, resulting in skewing the immune response to-
ward in an anti-inflammatory/tolerant phenotype. Alternatively, when

or into a joint). Injections can be repeated without toxicity or
loss of activity [30].

MSC Dispersion and Action in Model and Clinical Practice

In animal models intravenously administered, marked MSC
are detected firstly enriched in the lungs and liver and
secondary in inflamed as well as irradiated tissues. In five
of six patients with ostegenesis imperfect, MSC were
detected after 1 h in the bone, skin and BM [31]. One study
on AD-MSC revealed a risk of malignant transformation
[32] that could not be confirmed by others: several recent
studies on BM-MSC documented that only transient chro-
mosomal alterations appear. Neither in vitro nor in vivo
transformation and induction of malignancy was seen [33].
To ensure biological safety, a caryotype control document-
ing the absence of genetic alteration is requested [34].

Autoimmune Diseases

The immune modulatory effects of MSC on dendritic cells,
B and T lymphocytes predispose MSC to a beneficial role in

SR

o83,
%o CIEN-y 1

P
L4 H

MSCs are present an inflammatory microenvironment, they inhibit
IFN-y secretion from Tyl and NK cells and increase I1L-4 secretion
from Ty2 cells, thereby promoting a Ty1-Ty2 shift. It is likely that
MSC also mediate their immunomodulatory actions by direct cell—cell
contact as well as by secreted factors. Several MSC cell-surface mol-
ecules and secreted molecules are depicted. CCL chemokine ligand,
TCR T cell receptor

salvage therapy of chronic inflammatory fistulizing bowel
diseases, fibrosing diseases, vasooclusive diseases and type
I diabetes mellitus [28, 29].

Systemic Lupus Erythematosus

In systemic lupus erythematosus (SLE), four clinical trials
with MSC were reported. One Chinese study on 82 patients
with refractory SLE treated by intravenous infusion of allo-
geneic BM-MSC displayed a good tolerance but no statisti-
cally significant benefit [35]. Another Chinese one-armed
open-label study administered allogeneic cord blood-
derived MSC (CB-MSC) intravenously to 16 patients with
refractory SLE with lupus nephritis. A significant response
of lupus nephritis in all patients was observed [36]. With
respect to the few number of patients, the question remains
whether CB-MSC do better than BM-MSC.

Fistulizing Bowel Diseases

The largest body of experience with more than 100 patients
treated within clinical trials by local as well as systemic

@ Springer
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MSC therapy concerns refractory fistulizing bowel diseases
like Crohn’s disease (Table 1 provides an overview of actual
studies on MSC in fistula). The treatment of chronic inflam-
matory bowel diseases by MSC provides a therapeutic op-
tion in patients who are refractory to all established
therapies. By their immunopriveleged and immune modula-
tory linked with tissue repairing character, MSC represent
the best rescue therapy for these chronic inflammatory and
often fistulizing diseases [37]. Several clinical trials of phase
IT and phase III are ongoing or already concluding data from
MSC therapy in Crohn’s disease, in non-Crohn fistulizing
bowel diseases as well as in gut and liver graft versus host
diseases (GvHD) that we will discuss later on. In Crohn’s
disease, several groups use MSC for the treatment of fistula.
First evidence of MSC efficacy in inflammatory bowel dis-
eases was documented in case series and phase I-II trials
(reviewed in [37, 38]). Mucosal lesions healed rapidly after
MSC treatment [39]. One phase I trial treated Crohn’s fistula

by autologous adipose tissue-derived MSC: eight fistulas in
four patients were treated by amplified MSC, and a healing
of fistula was achieved within 8 weeks. Six of eight fistulas
were considered as healed as epithelization was observed.
No abscess or other complication occurred within the
follow-up of 24 months [40]. A more recent publication
by the same group confirmed the therapeutic success of
MSC therapy: A phase II trial with 49 patients with complex
perianal fistula (35 cryptoglandular fistula and 14 Crohn’s
fistula) compared standard therapy (intrafistular injection of
fibrin glue) to the addition of 20 x 10° adipose tissue-derived
MSC. Within the 24 patients treated by MSC, the authors
observed a significant superiority on fistula occlusion of 71
versus 16 % in fibrin glue alone. Fistula occlusion remained
stable in 1 year of follow-up. No side effects linked to cell
therapy had been observed. Of note, by MSC therapy, an
anal excision that risks anal sphincter lesions could be
avoided [41].

Table 1 Clinical experience of mesenchymal stem cells in fistula

Disease/phase

No patients

Source of MSC/treatment

Outcome

Study

Crohn’s disease/phase 1

Crohn’s disease/phase 2

Crohn’s disease phase

Crohn’s disease
recto Vaginal
Fistula phase 1

Crohn’s disease
phase 1

Ulcerative colitis
Crohn’s disease
phase 1

Crohn’s disease
phase 1

4

49

Cryptoglandular origin,
(35) associated with
Crohn’s disease (14)

4

39
10

12

Local injection of autologous
adipose tissue derived MSC

Local injection of autologous
adipose tissue derived
MSC (20 millions) in fibrin
glue (24 patients) or fibrin
glue alone (25 patients)

Autologous adipose tissue
derived MSC expanded
or not (stromal vascular
fraction, SVF)

Local injection of autologous
adipose tissue derived MSC
in fibrin glue

Intravenous injection of
autologous bone marrow
tissue derived MSC

Intravenous injection of
allogenic bone marrow
tissue derived MSC
(150-200 millions/patient)

Local injection of autologous
bone marrow tissue derived
MSC without fibrin glue
(50 million/patients)

9 fistula treated in 4 patients;
healing in 8 weeks

71 % of fistula occlusion
with MSC
16 % with fibrin alone

3 fistula (4 treated) closed
using expanded MSC

1 fistula (4 treated) closed using
unexpanded MSC (SVF)

Not determined

2 doses of 1-2 millions of MSC/kg
3 patients respond to MSC therapy.
Clinical response (CDAI decrease >70
from baseline) 6 weeks post-treatment;
3 patients required surgery due
to disease worsening
Clinico-morphological
remission in 40 patients
(Results quantified using
Rachmilewich clinical activity
index, the Crohn’s disease activity
index and the Mayo and Gebs scales)

Ineffective in 10 patients

Complete closure in 7 cases
Incomplete closure of fistula
tracks in 3 patients

Significant Crohn’sdisease activity
Decrease of perianal activity
Rectal mucosal healing

Garcia-Olmo
et al. [40]

Garcia-Olmo
et al. [41]

Garcia-Olmo
et al. [42]

Garcia-Olmo
et al. [43]

Duijvestein
et al. [44]

Lazebnik
et al. [45]

Ciccocioppo
et al. [46]

All clinical studies conducted between 2005 and 2011 on the treatment of fistulas by MSC therapy (bone marrow tissue derived MSC: BM-MSC;
adipose tissue derived MSC: AD-MSC)
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MSC from adipose tissue seemed to be more effective
after expansion (three of four fistulas closed) than without
expansion (one of four fistulas closed) [42]. In a recent
study from 2010, the therapeutic efficacy of allogeneic
MSC had been demonstrated in the treatment of rectovagi-
nal fistula [43]. Intravenous injection of autologous BM-
MSC has been shown to be feasible and effective in a study
of ten patients who obtained two doses of one to two
millions of MSC per kilogram body weight with 1 week
of interval. The authors showed that three of these patients
responded to the MSC therapy [44]. A recent study reported
39 patients with ulcerative colitis and 10 patients with
Crohn’s who were treated by allogeneic BM-MSC intrave-
nously. Eight months of follow-up revealed a benefit in 40
patients [45]. Another study documented the feasibility,
safety and efficacy of autologous BM-MSC therapy by local
injection of the expanded MSC without addition of fibrin
glue into fistula within 12 Crohn’s patients. They observed
sustained complete closure in seven cases and an incomplete
closure of fistula tracks in three cases with statistically
significant reduction of Crohn’s disease activity and de-
crease of perianal disease activity in parallel (p<0.01 for
both), and rectal mucosal healing [46].

Systemic Sclerosis

Severe systemic sclerosis (SSc) with lung fibrosis, skin
sclerosis and vasoocclusion often remains refractory to ste-
roids and immunosuppressive drugs. MSC salvage therapy
in these patients is promising for their anti-inflammatory
action coupled with anti-fibrotic and proangiogenic poten-
tial. Whereas Cipriani et al. raised the suspicion of MSC
deficiency underlying the fibrosing pathology [47], Larghero
et al. could demonstrate that there are no functional differ-
ences between MSC from SSc patients to healthy controls,
and thus, autologous transplantation is feasible [48]. Recently,
Keyszer et al. published a case series of five refractory SSc
patients who underwent family allogeneic transplantation by
BM-MSC intravenously injected. Cutaneous manifestations
significantly improved in four patients, digital ulcers healed in
three patients and pulmonary fibrosis stabilized with a trend to
better oxygenation in all patients. No toxicities superior to
grade I were seen [49].

Graft Versus Host Disease

Severe graft versus host disease is characterized by an
immune aggression by the donor’s T lymphocytes against
the host’s tissue (most involved are the skin, gut and liver).
Severe GVHD is a life-threatening complication after allo-
geneic hematopoietic stem cell transplantation. For severe
steroid refractory GvHD, no effective therapy exists (sum-
marized in [50]. Several studies used allogeneic BM-MSC

for systemic application in refractory severe GVHD with
contradictory results. The up to now largest study by Ring-
den, Le Blanc and coworkers in eight patients revealed an
overall proven response rate of 6/8 with four patients show-
ing a prompt and complete response, one a slow response.
One patient responded twice in the liver and gut. Two
patients died after MSC infusion, one had no gastrointestinal
GVHD at autopsy. Survival was significantly better in
patients given MSC, compared to 16 comparable controls
[51]. These findings were confirmed by a phase II trial
conducted by the same group: 30 of 55 patients had a
complete response and 9 showed improvement. Complete
responders had lower transplantation-related mortality 1 year
after infusion [52].

MSC Therapies for the Restoration of Radio-Induced Pelvic
Damage

Up to 500,000 patients per year undergo abdominal or
pelvic radiotherapy worldwide. Eight out of ten will develop
acute gastrointestinal symptoms, and 5 to 10 % will develop
severe intestinal complications within 10 years after treat-
ment, i.e. pelvic radiation disease (PRD) [53], due to the low
tolerance of organs at risk (intestine, colon, rectum and
bladder) in the radiation field. Acute radiation responses
affect patient quality of life, causing abdominal pain, diar-
rhoea/constipation sequences and malabsorption that may
interrupt or delay the radiotherapy protocol. Late radiation
response refers to fibro-necrosis, fistulae, hemorrhage and
occlusion, and the clinical impact is important in terms of
persistence, morbidity and mortality. Nowadays, dose—vol-
ume histograms are routinely generated for each patient
receiving radiotherapy. This allows defining dose—volume
tolerance for each organ at risk. For example, radiation-
induced rectal bleeding is significantly increased in patients
who received more than 70 Gy to a quarter or more of their
rectal volume. Hypotheses on radiolesions’ etiology focused
on epithelial ulceration, mucosal and submucosal inflamma-
tion for the acute radiation enteropathy, and the transmural
effect of chronic radiation enteropathy is characterized by
excessive extracellular matrix deposition, vascular sclerosis
and muscular dystrophy. The cellular and molecular mech-
anisms of pelvic radiation disease include oxidative stress,
stem cell death with compromised epithelial renewal [54],
microvascular damage with endothelial cell death, pro-
inflammatory and pro-thrombotic factor activation [55-58]
and the release of numerous inflammatory and fibrogenic
cytokines and growth factors. Current management strategy
for PRD includes anti-inflammatory treatment with sulfasa-
lazine, vascular therapy with hyperbaric oxygen or argon
plasma coagulation and fibrosis pharmacological modula-
tion with statins. Severe radio-necrosis management
requires invasive surgical intervention.
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As demonstrated in a preclinical model, mesenchymal
stem cells (MSC) may offer a novel strategy to treat pelvic
radiation disease. In mice, MSC transplanted via the tail
vein after abdominal irradiation at 13 Gy possessed the
capacity to engraft into the enteric mucosa [59]. Another
study showed that intestinal structure had recovered with
systemic MSC transplantation at 3 days after 3.5-Gy total
body irradiation and 4.5-Gy local abdominal irradiation. In a
mouse model of local irradiation, transplantation of MSC
directly into the walls of irradiated intestine improves
radiation-induced intestinal injury. MSC are able to repair
radiation-induced intestinal damage by inhibiting ulceration
[60, 61]. Lorenzi et al. reported that MSC injection im-
proved muscle regeneration and increased contractile func-
tion of anal sphincters after injury [62]. In that study, rats
underwent sphincterotomy and surgical repair followed by
intrasphincteric injection of MSC using a microsyringe.
MSC treatment brings about fast recovery of the intestine
(structure and function) with reversible alterations and
extends the life of mice with irreversible gastrointestinal
disorders. The effects of MSC are a consequence of their
ability to improve the renewal capability of small intestinal
epithelium. MSC treatment favours the re-establishment of
cellular homeostasis by both increasing endogenous prolif-
eration processes and inhibiting apoptosis of radiation-
induced small intestinal epithelial cells [63]. MSCs might
regulate the epithelial stem/progenitor cells directly or indi-
rectly, that is stem cell niches that provide and maintain an
optimal microenvironment for stem cell function. MSC
release cytokines and growth factors, such as interleukin-
11, hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast growth
factor-2 and insulin-like growth factor-1. Each of these
factors has been described earlier as facilitating intestinal
mucosa repair, either through enhancement of cell prolifer-
ation or inhibition of epithelial cell apoptosis. MSC-derived
bioactive components could be a novel therapeutic approach
for the treatment of radiation-induced injury, protecting
radiation-induced small intestine injury in mice. Repeated
infusion of MSC-derived bioactive components for 7 days
immediately after abdominal irradiation of 10 Gy (60Co y-ray)
increased the survival rate, decreased diarrhoea occurrence and
improved the small intestinal structural integrity of irradiated
mice [64].

Mitigation of lethal intestinal injury, following high-dose
irradiation, can be achieved by intravenous administration
of bone marrow-derived adherent stromal cell transplanta-
tion (BMASCT), including mesenchymal, endothelial and
macrophage cell populations. BMASCT increases blood
levels of intestinal growth factors and induces regeneration
of the irradiated host progenitor and the villous enterocytes
crypt intestinal stem cells niche, thereby accelerating func-
tional recovery of the intestine in radiation-induced gastro-
intestinal syndrome. By reducing the levels of pro-
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inflammatory cytokines, while inducing anti-inflammatory
cytokines, BMASCT also dampens the systemic inflamma-
tory response syndrome in radiation-induced gastrointesti-
nal syndrome [65].

Case Series of Compassionate MSC Therapy in Patients
Background

After irradiation, the transplantation of adult stem cells
promises to foster healing of severe irradiation-induced
lesions. As a healing effect, their potential gives rise to the
reconstitution of advanced lesions. Furthermore, transplan-
tation of adult stem cells can diminish inflammatory and
ischemic irradiation action in periphery that in the untreated
course of disease would lead to progressive and irreversible
necrotizing damage. The beneficial effects of MSC in tissue
consist of their anti-inflammatory properties, in the protec-
tion of micro-vascularization as well as in the limitation of
irradiation-induced fibrosis. This might be due to a syner-
gistic effect in the differentiation of MSC into the targeted
tissues and the contribution to remodeling of the extracellu-
lar matrix that constitute the microenvironment by favouring
the proliferation of endogenous tissue stem cells. A trophic
effect on the endogenous cells is performed by the trans-
planted MSC production of paracrine factors implanted into
the target organ.

From 2001 and 2006, 433 patients had been overexposed
while obtaining a confirmational radiotherapy of prostate
cancer at the Jean Monnet Hospital at Epinal (France).
Thirty-two patients of this cohort had been injured by over-
dose. Nine patients died, including one who died in conse-
quence of irradiation-induced lesions. With respect to the
remaining patients, seven present post-irradiation injury
grade III to IV, with decharging colostomy and complex
fistula and/or recto-vesicular fistula. For these patients,
two approaches had been considered and could eventually
be combined: surgical revision and/or injection of MSC.

Cases

Here, we report three patients with refractory irradiation-
induced hemorrhagic colitis treated by MSC. The four male
elder patients accidently had been overexposed to irradiation
while undergoing radiotherapy for prostate cancer. The
over-irradiation led to severe refractory hemorrhagic colitis
and recto-vesicular as well as recto-prostatic fistula. MSC
were obtained by culture from BM aspirates of their chil-
dren. The three patients received 5x10°, 2.6x10° and 5x
10°/kg MSC, respectively, by intravenous infusion. Before,
1 and 6 months after MSC therapy, the clinical parameters
pain, hemorrhage and fistulization (MRI, colonoscopy)
were evaluated. Except for one patient retreated with 0.8 x
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10°/kg of MSC after 6 months, no further MSC injections
were performed. After MSC therapy, two patients revealed a
substantiated clinical response for pain and hemorrhage. In
one patient, pain reappeared after 6 months and again sub-
stantially responded on a second MSC infusion. In one
patient, a beginning fistulization process could be stopped.
In this case, a stable remission has been observed for more
than 3 years of follow-up. Prostate cancer remained in stable
complete remission in all patients. No toxicity occurred
(Table 2). Additionally, lymphocyte subsets were monitored.
After the MSC injections, a decline of CD4+CD127+CD25
T lymphocytes and an increase of CD4+CD25+ (potentially
regulatory) T lymphocytes were observed as a means of
immune modulation towards a lymphocyte pattern that is
predominated by the regulatory cells. These clinical findings
correspond to the experiences in animal models. Recently,
Choi et al. published a lupus-mice model for human adipose
tissue-derived MSC transplantation that demonstrated an in-
crease of T regulatory cells in the spleen of MSC-treated mice
in comparison to the control mice [66].

Evaluation Criteria of Pain and Quality of Life

Pain is the first symptom and principle criterion for patients’
self-assessment. However, the instantaneous evaluation of
pain intensity is not sufficient and reliable for follow-up of
patients with chronic pain. Pain has to be evaluated in a
multidimensional approach: functional aspects, emotional
aspects as well as cognitive and behavioural aspects take
integral part of pain evolution. For pain assessment, the
following tools were used: numeric scale [Pain Numerical
rating Scale (PNS)] of median pain intensity within the last
8 days [67]; The scale of reverberation of chronic pain on
daily life [ANAES is the French translation for the Brief
Pain Inventory (BPI)] [68]; evaluation of mental reverbera-
tion: Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS) [69];
Evaluation of quality of life: the Short Form Health Survey
(SF-36), the general questionnaire that is most frequently
used and best evaluated represents an internationally recog-
nized questionnaire for quality of life [70].

Case 1: a 66-Year-Old Man

In this patient, 1 year before MSC therapy, prostate cancer
had been diagnosed by Drills biopsies. The staging exami-
nations revealed a prostate carcinoma T1c, Gleason score 5.

Radiotherapy by 78 Gy on the prostate cavity had been
intended; however, 92.3 Gy had been applied leading to an
over-irradiation of more than 70 Gy of 37 % of the rectum
and of 40 % of the urinary bladder, respectively. Tissue
injury affected the prostate cavity, the rectum, the urinary
bladder and was accompanied by a recto-uretral fistula that
resulted in the following clinical manifestations: the patient
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suffered of urine loss in the rectum, pollakisuria and emic-
tional pain and bleeding. Magnetic resonance imaging (MRI)
showed a large necrotic zone and a fistula within the prostate
cavity (Fig. 4). First line therapy of these accidental compli-
cations consisted of colostomy and suprapubic catheteriza-
tion. The examination before MSC use by rectal endoscopy
revealed a giant recto-urethral fistula (two fingers large). The
cystoscope directly entered the rectum. The asthenic patient
could neither support a digestive intervention (type Soave) nor
a urinary bypass. The lasting symptoms consisted in severe
and permanent rectal and cystitis pain.

MSC Therapy and Follow-up

MSC were obtained by two collections from the patient’s
two nieces, consecutively. The first bone marrow collection
was insufficient and withdrawn. The second collection of
20 ml from the second niece resulted in a good expansion of
MSC and was used for grafting. The Etablissement Frangais
du Sang (EFS)/Henri Mondor hospital was in charge of the
MSC culture based on fresh material. The number of MSC
per injection obtained from the first passage was 5x 10%kg
(viability 95 %). MSC injection resulted in complete disap-
pearance of pain 10 days after injection. Pain reappeared
3 weeks later. We conclude an excellent efficacy by one sole
MSC injection by complete remission of pain over 3 weeks.
MSC injection was not repeated.

Fig. 4 Magnet resonance imaging before MSC therapy. A large ne-
crotic zone and a fistula appear within the prostate cavity
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Case 2: 80-Year-Old Man

In this elder patient, prostate cancer had been characterized
as an adenocarcinoma Gleason 8 by three drills biopsies
with advanced infiltration of both prostate lobes without
locoregional lymph node infiltration. Radiotherapy by
50 Gy on the prostate cavity and the seminal vesicles and
a complementary irradiation up to 73 Gy on the prostate
cavity were planned. The dosage accidentally obtained was
88.9 Gy for the prostate, 91 Gy maximum for the rectum
and 90 Gy on the urinary bladder. The resulting overdose
was 53 % of the rectum, and 43 % of the urinary bladder
received more than 70 Gy. Tissue injury by over-irradiation
affected the prostate cavity, the urinary bladder and the
rectum. Specific therapy of irradiation injury consisted in
discharging colostomy and application of a Foley’s urinary
tube 11 months after irradiation. Neither a urinary bypass
nor a recession of the colon could be performed due to the
reduced performance status of the 80-year-old patient. The
late effects of the over-irradiation led to chronic pain and
permanent rectal bleeding besides the discharging colosto-
my and the urinary tube. The MRI revealed a necrosis of the
prostate cavity, a retracted urinary bladder, active cystitis
and rectitis and a decomposition of the bladder—prostate
bond as well as a recto-prostatic fistula (Fig. 4). The
urethero-cystoscopy displayed a stenosis of the upper rectum.
A 15-mm large ulceration appeared on the anterior side of the
rectum communicating with the prostate cavity.

MSC Therapy and Follow-up

MSC therapy was performed 16 months after radiotherapy
using MSC obtained by two collections from the patient’s
son’s BM. MSC expansion took place simultaneously at the

Fig. 5 For pain assessment, the
following tools were used:
Numeric scale (PNS) of median
pain intensity within the last

8 days. ANAES scale of rever-
beration of chronic pain on
daily life (ANAES is the French
translation for the BPI. Evalua-
tion of mental reverberation.
HADS (Hospital Anxiety and
Depression Scale). Evaluation
of quality of life: SF36, the
general questionnaire the most
frequently used and best evalu-
ated and an internationally
recognized questionnaire for
quality of life

stabilized

ameliorated

Clinical benefit :
U Pain disappear rapidly  gg |
U Stop of bleeding

O Pelvic necrosis was

4 Quality of life was

EFS—Henri Mondor Hospital and the Centre de Transfu-
sion Sanguine des Armées (CTSA), Clamart, France. The
richest collection was chosen, and MSC culture was per-
formed according to the EFS techniques validated by the
Société Francaise de greffes de moelle et thérapie cellu-
laire [71]. Absence of cytogenetic alterations had been
verified, and fresh material was injected containing
5.03x10%kg MSC for first cure; after pain relapse
6 months later, 0.82x10°kg MSC were re-injected. The
first evaluation of response to MSC therapy 4 weeks after
the first MSC injection showed complete disappearance of
bleeding and of pain by 2 weeks after MSC therapy (pain
scale decreased from 8/10 before to 2/10) enabling stop of
analgetics. Quality of life increased and was estimated at
80 % by the patient as well as by his proximity. The
HADS questionary of anxiety and depression showed
scores of 16/21 and 17/21, respectively. The Short Form
(SF) SF 36 score was at 40 (physical state) and 42
(mental state), global score 82/100 (Fig. 5). At the next
visit 3 months later, a stable complete remission of bleed-
ing was concluded. Pain reappeared 18 weeks after MSC
therapy (pain scale 5-6/10). After a second MSC injection
(low dose of 1/5 of the first injection), again a partial
remission (pain scale from 6 to 4, HADS anxiety from 9
to 7, depression 10 to 8) could be achieved, quality of life
assessment increased from 53 to 64. At the last visit
3 months later (8 months from MSC therapy), all param-
eters slightly worsened: ANAES=23, HADS=7/16, and
SF36=48 (Fig. 5).

We conclude a substantiated and lasting efficacy of MSC
on bleeding (no transfusions were required by first MSC
therapy). Furthermore, a substantiated but transitional anal-
getic potential for 5 months after first and 1 month after (low
dose) second MSC injection was observed.

Evolution of RH
100+
EN-Pain

-+ HAD-D
MSC - HAD-A
-+ SF36-PCS
801 -+ SF36-MCS
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MSC
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Case 3: 74-Year-Old Man

In this patient, prostate cancer had been diagnosed and
treated by prostatectomy 6 months before radiotherapy that
had been planned with irradiation by 69.3 Gy on the prostate
cavity. The real average dosage was 86.1 Gy on the prostate
cavity, 87.7 Gy on the rectum (29 % of the rectum obtaining
an overdose of more than 70 Gy) and 85 Gy on the urinary
bladder (24 % obtaining an overdose of more than 70 Gy).
One year after radiotherapy, the patient obtained a decharg-
ing colostomy followed by 20 sessions of hyperbar oxygen
therapy. The tissue damage by over-irradiation affected the
prostate cavity, the rectum and the urinary bladder resulting
in urine incontinence with 15 to 20 very painful emictions
per day. Prostate cancer manifestations were excluded by
bone scintigraphy and a normal prostate-specific antigen.
The MRI showed cystitis, a reduced capacity of the bladder
due to strongly enlarged walls as well as atrophy of the
seminal glands and fatty conversion by irradiation of the
sacral spine was documented.

MSC Therapy and Follow-up

MSC therapy was performed at the French army instruction
hospital at Percy (France) 6 months after radiotherapy. MSC
were collected from 40 ml of his daughter’s bone marrow
leading to an excellent expansion. MSC production was
performed at the CTSA, Clamart (France) based on fresh
material. 2.6x 10%kg MSC (viability 93 %) from the first
culture passage had been injected without any complication.
Six months later, a good tolerance and clinical response
with reduction of analgetic therapy besides a stable remis-
sion of cancer was noted. No further MSC injections were
performed.

Conclusion

The current data indicate that MSC represent a promising
alternative strategy in the treatment of various immune-
mediated diseases. Encouraging results have already been
obtained from clinical trials in Crohn’s disease and SLE as
well as from case series in systemic sclerosis. Systemic
MSC therapy of three patients with refractory irradiation-
induced colitis, cystitis and fistula was safe and effective on
pain, hemorrhage and inflammation. A long-term effect in
inhibition of chronic inflammation as well as well as fistu-
lization arrest was observed in one patient. MSC represent a
safe therapeutic measure for patients accidentally over-
irradiated who suffer from chronic and fistulizing colitis.
These findings are instructional for the management of
refractory severe inflammatory bowel diseases that are char-
acterized by similar clinical and immunopathological features.
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The clinical effects of MSC therapy were accompanied by
modulation of the lymphocyte subsets towards a regulatory
pattern. Taken together, MSC may represent a safe therapy for
patients with refractory autoimmune diseases.
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ABSTRACT

Biotherapies offered new hope for the treatment of radiation-induced severe tissue damage,
including acute radiation syndrome (ARS) and severe, chronic radiation-induced abdomino-pelvic
complications—i.e. pelvic radiation disease (PRD)—refractory to standard therapy. This work was
initially applied to ARS. One approach uses ex vivo expansion to amplify non-irradiated bone marrow
hematopoietic stem cells (HSCs) from patients with bone marrow aplasia. The expanded HSCs are
reinjected into the patients to treat hematopoietic syndrome. Another approach taken stimulates
residual hematopoiesis by targeting in vivo nonirradiated HSCs with an antibody coupled to a growth
factor gene. The transfected HSCs then produce growth factors necessary for their proliferation,
restoring hematopoiesis. The last approach uses growth factors to enhance proliferation of residual
HSCs. In the most severe cases, none of these strategies completely reverses aplasia. The solution is
to generate autologous HSCs from differentiated cells. We have produced HSCs from autologous
inductive pluripotent stem cells (iPSCs) to treat bone marrow aplasia. They will be following up with
an exploration of ARS-associated acute gastrointestinal subsyndrome.

One avenue of cell therapy research investigates the role of mesenchymal stem cells (MSC) in the
treatment of multiple organ dysfunction syndrome (MODS), also known as multiple organ failure
(MOF). We have demonstrated that MSCs migrate to irradiated tissues; restore the bone marrow
microenvironment, enhancing hematopoiesis; promote intestinal and hepatic regeneration; and limit
muscle and skin tissue radionecrosis.

We have demonstrated that MSCs migrate to damaged tissues and restore gut functions after
irradiation, making them a promising tool for the medical management of radiation-induced
gastrointestinal disorders. MSCs can be incorporated into the enteric mucosa and are able to repair
radiation-induced intestinal damage by inhibiting ulceration. They release cytokines and growth
factors such as IL-11, human hepatocyte growth factor, fibroblast growth factor 2, and insulin-like
growth factors. These factors have previously been reported to facilitate intestinal mucosa repair,
either through enhancement of cell proliferation or inhibition of epithelial cell apoptosis. By lowering
levels of pro-inflammatory cytokines, while inducing anti-inflammatory cytokines, MSCs may also
dampen systemic inflammatory response syndrome associated with radiation-induced
gastrointestinal syndrome. Furthermore, MSC treatment of a target organ may affect distant tissues.
MSCs regenerate the small intestine epithelium, which in turn restores the enterohepatic
recirculation pathway initially damaged by irradiation. Another mechanism that should be
considered is the role of cytokines and growth factors produced by MSCs homing to other organs, as
in distant hepatic protection without introduction of MSCs into the liver. To consider further
applications in patients, we carefully studied the side effects of MSC injection. None were observed
in healthy tissue or residual tumors after radiotherapy. MSCs limited the progression of colorectal
fibrosis. MSC therapy could reduce acute or chronic side effects of ionizing radiation and may be of
therapeutic interest. These studies helped to provide irradiated patients with compassionate
treatment for hematopoietic damage and radionecrosis of muscle and skin tissue, and also permitted
treatment of four victims of accidental radiation overdose at Jean Monnet Hospital in Epinal, France.
Clinical transfer of stem cell therapy for treating late side effects of pelvic radiation is currently under
way. Initial participants in Phase Il clinical research will be recruited in 2017.

Key words : MSC, HSC, iPS, SAl, MODS, MOF, PRD, tissue repair, cell therapy, irradiation



	HDR 2017 version pour pdf.pdf
	J Gene Med Chapel et al
	francois 2006
	A.Nasef.et.al&
	Lattailade
	voswinkel fouillard chapel
	Use of Mesenchymal Stem Cells (MSC) in Chronic Inflammatory Fistulizing and Fibrotic Diseases: a Comprehensive Review
	Abstract
	Background
	MSC–Lymphocytes and Dendritic Cell Interactions
	Promotion of Regulatory T Cells, Suppression of Autoreactivity
	MSC in Clinical Practice
	MSC Dispersion and Action in Model and Clinical Practice
	Autoimmune Diseases
	Systemic Lupus Erythematosus
	Fistulizing Bowel Diseases
	Systemic Sclerosis
	Graft Versus Host Disease
	MSC Therapies for the Restoration of Radio-Induced Pelvic Damage
	Case Series of Compassionate MSC Therapy in Patients
	Background
	Cases
	Evaluation Criteria of Pain and Quality of Life
	Case 1: a 66-Year-Old Man
	MSC Therapy and Follow-up
	Case 2: 80-Year-Old Man
	MSC Therapy and Follow-up
	Case 3: 74-Year-Old Man
	MSC Therapy and Follow-up


	Conclusion
	References


	Résumé HDR 2017 version pour pdf


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [589.606 793.701]
>> setpagedevice


