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PREAMBULE

Les maladies non-transmissibles, qui regroupent les inflammations chroniques et les maladies
inflammatoires chroniques (MIC) tuent, de nos jours, 41 millions de personnes par an, ce qui
équivaut a 71 % de la mortalité globale. Parmi elles, 1,7 millions sont des jeunes adultes de
moins de 30 ans et 15,2 millions sont agés entre 30 et 70 ans [1]. On dénombre environ 50 MIC
différentes dont les maladies cardiovasculaires (MCV) (17 millions de déces/an), le cancer
(9 millions de décés/an), les maladies respiratoires chroniques (3,8 millions de décés/an) et
le diabete (1,6 millions de décés/an) ont la plus grande incidence et mortalité dans le monde.
En effet, ces quatre pathologies représentent a elles seule, 80 % de la mortalité due au MIC. Les
pays a faible et intermédiaire développement dénombrent la plus grande mortalité avec 78% de
mortalité causée par les MIC. De plus, I’incidence de mortalité dans ces pays est plus élevee
avec 22% de risques de mourir pour les patients actuels, ce que représente 2 fois plus que dans
les pays a fort revenus (12%). Les plus grandes incidences de mortalité sont observées dans les
régions Africaines (22%), 1’est de la méditerranée (24%) et 1’ Asie du sud-est (23%). Dans les
pays a forts revenus, I’incidence de mortalité est plus faible : 1’Amérique (15%), 1I’Europe
(17%) et le pacifique ouest (16%). Les pays en voie de développement sont donc les plus
touchés par I’émergence de ces MIC. Ceci s’explique par ’'urbanisation de ces pays, avec des
problémes socioéconomiques et de communications sur ces pathologies ainsi que I’accés récent
a de la nourriture rapide (Fast-food) et les changements d’hygiéne. En effet, en 1990 on estimait
a 47 % le pourcentage de maladies non-transmissibles alors que désormais son estimation est
de 69 %, dont les MCV comme affectation principale dans ces pays [2—4]. Toutefois, la
mortalité causée par les MCV semble diminuer, alors que, a I’inverse la prévalence du diabéte
(type 1 et type 2) ne cesse d’augmenter passant de 4,7 % en 1980 & 8,5 % en 2014 [5,6]. On
estime a 578 millions le nombre de cas en 2030 alors qu’il n’y en avait que 194 millions en
2003 et 463 millions en 2019. L’Inde dénombre la plus grande prévalence avec une estimation
de 79,4/100 000 en 2030. Ces MIC sont induites par 4 facteurs de risques majeurs : le tabac,

I’alcool, I’inactivité physique et le régime alimentaire [7].

Chaque MIC est unique avec des atteintes tissulaires et des mécanismes physiopathologiques
differents les uns des autres. On distingue, par exemple, le diabéte de type 1 qui est une attaque

du pancréas alors que les MCV sont des atteintes des vaisseaux sanguins ou du muscle
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cardiaque [8]. Néanmoins, ces inflammations chroniques sont toutes des attaques du systéme
immunitaire contre des antigénes du soi décrites dans les maladies auto-immunes, ou contre des
bactéries de la flore microbienne ou encore provoque par I’exposition prolongée a des irritants
(Amiante). De plus, il existe des comorbidités importantes pour chaque MIC. Ceci rend donc
difficile la mise en place de traitement compte tenu de 1’étendu des différences
physiopathologiques et des attaques systémiques de chaque MIC. Toutefois, ces MIC sont
caractérisées par l’infiltration massive de leucocytes (LT, NK, neutrophiles) engendrant la
sécretion de grandes quantités de cytokines dont le TNFa, I’IL-6 ou I’IFN. Ces cytokines de
I’inflammation servent de biomarqueurs pour le diagnostic d’inflammation chronique mais
aussi de stratégies thérapeutiques [9]. Les traitements actuels visent principalement a diminuer
I’initiation de [P’inflammation, avec [’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens
(Ibuproféne, Aspirine), ou bien de stéroides tels que les corticostéroides. D’autres stratégies
ciblent les cytokines de I’inflammation, c’est le cas des anti-TNFa qui sont les traitements de
références pour de nombreuses MIC. Ceci permet donc de diminuer I’inflammation mais pas
de la résoudre. De plus, une grande partie des patients ne répondent pas a ces traitements ou
acquierent une résistance secondaire [10] et les répondeurs vivent avec des traitements a vie
lies a de nombreux effets secondaires non négligeables [11]. De nouvelles stratégies doivent
étre élaborées afin de combler ses impasses thérapeutiques et améliorer le quotidien des

patients.

Récemment, le concept de résolution de I’inflammation a été mis en évidence. Ce mécanisme
actif a pourtant été décrit pour la premiere fois en 1907 par E.Opie, découvrant la clairance des
polymorphonucléaire neutrophiles et la persistance des mononucléaires sur le site
inflammatoire sans comprendre le mécanisme [12]. Ce processus a longtemps été considéré
comme passif jusqu’en 1997 ou alors C.Serhan et son équipe découvrent de nouveaux
médiateurs lipidiques (SPM) impliqués dans la résolution de I’inflammation [13,14]. lls
décrivent 4 grandes classes de médiateurs lipidiques avec pour action de 1) diminuer le
recrutement cellulaire, 2) d’induire I’apoptose des neutrophiles puis leur 3) clairance par le
mécanisme d’efferocytose médiée par les macrophages [15,16]. Désormais, I’échec de la
résolution de I’inflammation est associée a de nombreuses maladies inflammatoires chroniques
[17,18]. Compte tenu des découvertes sur ces médiateurs lipidiques, leurs actions et leurs cibles,
ainsi que leurs roles dans la chronicité de I’inflammation de nouvelles stratégies peuvent étre

imaginées [19].

12| Page



L’objectif de ma these a été d’étudier et de caractériser le potentiel thérapeutique d’un agoniste
des voies de la résolution de I’inflammation a 1’aide d‘un anticorps agoniste anti-ChemR23. Ce
récepteur, ciblé par la Reésolvine E1 (RVEL), joue un réle important dans la résolution de
I’inflammation et il a déja, sous I’action agoniste de la RvE1, démontré des effets prometteurs
dans certains modeles de MIC [20-23]. Cependant, I’utilisation de la RvEI, bien que
prometteuse chez I’animal, ne permet qu’un traitement court puisque sa demi-vie et sa
pharmacocinétique ne sont pas optimal compte tenu de sa structure lipidique. Ceci contraint les
patients a recevoir une injection journaliére et donc I’identification d’un anticorps agoniste de
ChemR23 avec une pharmacocinétique meilleure que celle de la RVEL semble prometteur

comme stratégie thérapeutique.
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INTRODUCTION

|. L’inflammation :

L’inflammation est une réaction physiologique de 1’organisme confronté a un agent infectieux,
une Iésion ou un traumatisme tissulaire entrainant une rupture de I’homéostasic. Ce processus
vise a éliminer 1’agent inflammatoire par différents mécanismes puis rétablir ’homéostasie
tissulaire. C’est en 1500 avant J-C que les premiéres descriptions de pathologies inflammatoires
et de leurs remedes sont mentionnées dans les papyrus d’Edwin Smith. Ce papyrus décrit, pour
les premieres fois, une cinquantaine de blessures de guerre avec leurs pronostics de survie et
leurs traitements. Par la suite, Aulus Celsus, médecin romain du 1* siécle, définit les premiers
4 signes cardinaux de I’inflammation : la rougeur, le gonflement, la chaleur et la douleur [24].
Puis, cette définition est complétée avec la notion d’impotence fonctionnelle par Virchow en
1858. Et c’est en 1899 que Friedrich Bayer commercialise 1’ Aspirine®, le premier traitement

pour contrer les effets douloureux de I’inflammation.

L’inflammation a longtemps été pergue comme un mécanisme néfaste, pour finalement s’avérer
étre un processus indispensable pour le maintien du bon fonctionnement du corps humain. Ce

processus d’inflammation se répartit en 3 grandes phases [15] : (Fig. 1)

e Une phase d’initiation avec la reconnaissance de 1’agent causal.

e Une phase d’amplification qui induit la prolifération cellulaire et 1’élimination de
I’agent inflammatoire.

e Une phase de résolution qui tend a réparer le tissu atteint et conduit a un retour a

I’homéostasie tissulaire.

14 |Page



initiation resolution

Changement de classe des médiateurs lipidigues
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inflammatoire resolutif

apoptotiques
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Edema Monocytes/Macrophages
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Figure 1 : Les phases de linflammation. 1.’ inflammation est subdivisée en 3 grandes phrases
dont I’initiation et 1’amplification cellulaire permettent I’afflux de PMN sur le site
inflammatoire a la suite d’une réaction vasculo-exsudative dont la formation d’cedéme facilite
cette migration. Apres avoir joué leur r6le les neutrophiles entrent en apoptose et permettent
I’attraction de monocytes sur site. Les macrophages vont alors phagocyter les PMN
apoptotiques et débuter la derniére phase de I’inflammation : la résolution de 1’inflammation
ainsi que la réparation tissulaire. Tout ceci est orchestré par le changement des lipides pro-
inflammatoires en lipides pro-résolutifs. (Adaptée de Sansbury & Spite, 2017)

Ces 3 phases agissent lors d’une inflammation aigué et mettent en jeu différents acteurs

cellulaires que nous décrirons plus en détail dans les prochaines sous parties.
a) Le processus d’inflammation aigué

A la suite d’une agression externe, une inflammation de type aigué se met en place. Elle est
généralement de courte durée, d’installation trés rapide et se guérit spontanément. C’est un
processus dynamique divisé en plusieurs étapes. La premiére phase de I’inflammation est une
réaction vasculo-exsudative qui comporte 3 phénomenes : 1) une congestion active qui se
traduit par une vasodilatation des vaisseaux sanguins (VS) de la zone atteinte. Il en résulte une
augmentation de I’apport sanguin et un ralentissement du courant circulatoire de la zone
agressee, qui favorise le recrutement cellulaire. 2) un cedéme inflammatoire se forme, engendré
par le passage d’eau et de protéines plasmatiques appelé exsudat dans le tissu conjonctif. 3) la
diapedese leucocytaire qui correspond a la migration des leucocytes des VS vers le foyer

Iésionnel [25].
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Durant la réaction vasculo-exsudative, de nombreux médiateurs lipidiques ainsi que des
cytokines et chimiokines sont secrétés provoquant le recrutement des cellules de I’immunité
sur le site inflammatoire. La deuxiéme phase de I’inflammation est donc une phase cellulaire,
avec la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP, Pathogene
Associated Molecular Pattern) ou de motifs moléculaires associés aux dégats cellulaires
(DAMP, Damage Associated Molecular Pattern) par les récepteurs de reconnaissance de motifs
(PRR, Pattern Recognition Receptor) tels que les TLR, NLR, RLR, CLR et AIM2 exprimés par
les cellules résidentes tissulaires [26,27]. Parmi ces cellules résidentes, les macrophages et les
cellules dendritiques (DC) jouent un role primordial en phagocytant 1’agent pathogene ou la
cible cellulaire et en sécrétant a leur tour, des cytokines et chimiokines permettant le
recrutement d’autres cellules de I’immunité. Les premieres cellules recrutées sont les
polymorphonucléaires neutrophiles (PMN). Ces cellules assurent la premiére ligne de défense
de ’organisme avec pour role la phagocytose et la destruction de la cible. Dans un second
temps, les macrophages ainsi que les DC sont recrutés et pour finir I’'immunité adaptative est

activé permettant 1I’élimination définitivement de 1’agresseur.

Il existe 2 grands types d’inflammation, 1) une inflammation de type viral ou bactérien avec
reconnaissance de PAMP par les PRR, ou 2) une inflammation médiée par des DAMPs
reconnus par les PRR et appelé inflammation stérile [28]. Les PAMPs sont des motifs
antigéniques exprimeés par les bactéries ou les virus et reconnus par les PRR des cellules
immunitaires (tableau 1). Cela permet d’induire une réaction inflammatoire afin de lutter contre
une infection. Les DAMPs, a I’inverse, sont des facteurs endogénes relargués a la suite d’une
mort cellulaire par nécrose, par des agents irritants [29], ou lors de maladies inflammatoires
chroniques (goutte, Alzheimer [30], athérosclérose [31]) provoquant, comme les PAMPS,
I’activation du systéme immunitaire par les PRR (tableau 1). Ces 2 types d’inflammations
activent les mémes PRR et les mémes voies moléculaires en aval, contribuant a 1’induction

d’une réaction finale identique.

Ce manuscrit traitera de ces 2 types d’inflammations de fagon commune.
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Tableau 1 : Illustration des principaux DAMPs et PAMPs stimulant
Pinflammation

Motifs PRR Type cellulaire associé
HMGB1, HSPs TLR2/4, RAGE CD24, Nécrose, traumatisme cellulaire
CD91

Acide urique NLRP3 Goutte
B-amyloide NLRP3, CD36, RAGE Maladie Azheimer

DAMPS IL-1lo IL-1R Nécrose, traumatisme cellulaire
IL-33 ST2 Nécrose, traumatisme cellulaire
ADN TLR9 Nécrose, traumatisme cellulaire
Hyaluronane, TLR2, TLR4 Nécrose, traumatisme cellulaire
iglycane, versicane,
héparane sulphate
LPS TLR4 Bactéries gram negatif
Lipoprotéines, NLR, TLR2 Bactéries
lipopeptides
Mannose Récepteurs aux mannoses Bactéries, levures

PAMPs  Peptidoglycane, TLR2 Bacteries gram-positif
acides lipotéchoique
Flagelline TLR5 Bactéries gram-positif
Acides  nucléiques TLR3, TLR7, TLRS Bacteries, virus
(ARN, ADN)

En phase terminale, une fois I’agent inflammatoire éliminé par ces cellules de I’'immunité, les
débris résiduels doivent étre nettoyés et le tissu doit retrouver une fonction et une architecture
d’origine. A la suite de certains signaux gouvernés par des lipides et cytokines pro-résolutifs,
les neutrophiles entrent en apoptose sur le site inflammatoire ou ils sont alors phagocytés de
fagon non-phlogistique (sans induire d’inflammation) par les macrophages [15,32]. En effet, il
existe plusieurs médiateurs solubles et cellulaires jouant un réle dans 1’inflammation puis sa

résolution, décrits ci-dessous.
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b) Les acteurs de I’inflammation aigué

i. Les médiateurs solubles

L’activation des PRR par les différents DAMP et PAMP conduit a la synthése de médiateurs
de I’inflammation par les cellules cibles. Ces médiateurs solubles ont pour but de recruter et
d’activer les cellules sur le foyer lésionnel. lls sont subdivisés en 7 grandes classes : les amines
vasoactives, les peptides vasoactifs, les composés du complément, les enzymes protéolytiques,
les médiateurs lipidiques et les cytokines et chimiokines (tableau 2) [33].

Parmi les amines vasoactives, on distingue 1’histamine et la sérotonine qui sont sécrétées par
les mastocytes résidents. L’histamine augmente la perméabilité vasculaire et permet la

contraction des muscles lisses localement [34,35].

Les peptides vasoactifs comprennent les kinines (bradykinine) et les fibrinopeptides, qui ont
pour rble la vasodilatation et 1’augmentation de la perméabilité vasculaire. La bradykinine

participe aussi a la sensation de douleur lors de I’inflammation [36-38].

Les facteurs du complément C3a, C4a et C5a aussi connu sous le nom d’anaphylatoxines,
sont des polypeptides issus respectivement du clivage du C3, C4 et C5 de la voie du
complément. Le C3a a pour role d’augmenter la perméabilité vasculaire, alors que le C5a est
une puissante chimiokine pour les polynucléaires et un inducteur de la production de

I’interleukine (IL)-1 par les macrophages [39].

Les enzymes protéolytiques, parmi elles les défensines et cathepsines [40,41], sont capables
de s’insérer dans les membranes bactériennes et d’induire leur lyse. Les métalloprotéases
(MMP), quant a elles, jouent un réle dans la réparation tissulaire et la migration leucocytaire en

dégradant tous les composants de la matrice extra-cellulaire [42,43].

Les médiateurs lipidiques pro-inflammatoires comptant les eicosanoides et le facteur
activateur des plaquettes (PAF), sont des dérivés de phospholipides membranaires. Sous
I’action du TNF-a, la phospholipase A2 est activée et induit la transformation des acides gras
membranaires en acide arachidonique. La dégradation enzymatique de I’acide arachidonique,
par les enzymes lipoxygénases permet la production de leucotriénes (LTA4, LTB4), alors que
lorsqu’il est dégradé par les cyclooxygénases celles-ci permettent la production de
prostaglandines (PG) (PGE2, PGD2) et de thromboxanes [44-46]. Il existe 2 types de
cyclooxygénases : la COX1 qui est constitutive et assure I’agrégation plaquettaire, la protection

des muqueuses gastro-duodénales et la régulation du flux sanguin rénal ; et la COX2 qui
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s’active seulement lorsque les phagocytes sont dans des conditions inflammatoires [47,48]. Le
PAF, quant a lui, est généré par I’acétylation de I’acide lysophosphatidique [49]. Ces médiateurs
lipidiques inflammatoires ont pour role d’activer I’immunité innée, d’induire le recrutement des

leucocytes, d’augmenter la vasodilatation et la perméabilité vasculaire.

Les cytokines et les chimiokines pro-inflammatoires jouent un réle dans chacune des étapes
de I’inflammation. Les cellules inflammatoires sont a la fois émettrices et réceptrices de ces
cytokines et chimiokines. Elles sont capables d’agir localement ou en systémique et peuvent
avoir un réle dans la croissance, la différenciation, la migration et I’activation cellulaire. Les
cytokines permettent d’orienter la réponse inflammatoire en fonction de leur nature. Une
centaine de cytokines sont a ce jour décrites, nous parlerons ici des 3 cytokines les plus

importantes lors de I’inflammation [50,51]:

- IL-1 (a ou P) sécrétée par de nombreuses cellules (leucocytes, cellules endothéliales,
fibroblastes ...). Elle stimule I’expression de molécules d’adhésion au niveau de
I’endothélium favorisant la migration cellulaire. Un de ses roles les plus importants est
I’induction de la fiévre en agissant directement sur le centre de 1’hypothalamus qui
contrdle la température corporelle, provogquant une accélération de la prolifération des
lymphocytes [52,53].

- IL-6, produite majoritairement par les phagocytes (macrophages et DC) et les cellules
endothéliales, conduit localement a 1’activation des phagocytes et la modification de
I’endothélium. De plus, elle favorise le recrutement des monocytes et la production de
protéines de la phase aigué (dont la CRP) [54,55].

- Le TNFo sécrété par les macrophages, les DC, les lymphocytes T et les mastocytes
stimule I’expression des molécules d’adhésion et la production de chimiokines par les
cellules endothéliales permettant le recrutement de neutrophiles, monocytes et NK
(Natural Killer). De plus, il conduit a la prolifération des lymphocytes T et B induisant
une réponse adaptative et il permet la production de facteurs de croissances

indispensables a la réparation tissulaire [56,57].

D’autres cytokines sont produites telles que I’'TFNa qui induit la production de molécules
antivirales, ou encore I’IL-12 et I’IL-18 qui vont activer les NK. Ces cytokines jouent donc un

role primordial pour orchestrer la réponse immunitaire et limiter la diffusion de 1’inflammation.

Les chimiokines sont des cytokines avec un pouvoir chimiotactique permettant d’orienter la

migration cellulaire [58]. Elles sont sécrétées par de nombreuses cellules sentinelles et forment
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un gradient qui permet de diriger la migration leucocytaire vers le tissu ou elles sont sécretées.
Il existe 4 grandes familles de chimiokines, parmi lesquelles on distingue les chimiokines
CXCL8, CXCL10, CXCL1, 2 et 3, ainsi que le CCL2 ou le CCL5. Ces chimiokines sont
produites principalement par les monocytes, 1’endothélium ou les fibroblastes et ciblent de
nombreux récepteurs [50,59]. En outre, les neutrophiles sont attirés par un gradient de CXCL8
(IL-8) reconnu par les récepteurs CXCR1 et 2, induisant un flux massif et rapide des
polynucléaires neutrophiles dans le tissu endommagé [60].
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Tableau 2 : Récapitulatif des principaux médiateurs solubles de

Pinflammation
Classes Acteurs
Amines Histamine

vasoactives

Peptides
vasoactifs
Facteurs du

complément

Enzymes

protéolytiques

Lipides pro-

inflammatoires

Cytokines

Chimiokines

Sérotonine

Bradykinine
Fibrinopeptide
C3a

C4da

Cb5a
Défensine
Cathepsine
MMP

PG (E2, F2, D2,
12)
Thromboxane
Leucotriéne
PAF

TNFa
IL-1
IL-6
CXCL8
CXCL10

CCL2

CCL5

Cellules sécrétrices
Basophiles, mastocytes,
plaquettes
Mastocytes, plaquettes,
neurones
Hépatocytes
Hépatocytes
Hépatocytes
Hépatocytes
Hépatocytes
PMN, monocytes, LT
Ubiquitaire (lysosome)
Ubiquitaire
Ubiquitaire

Ubiquitaire

Plaquettes, leucocytes
Plaquettes, mastocytes,
PMN

Macrophages, LT, DC
Macrophages, LT, DC
Macrophages, LT, DC
Macrophages, endothélium,
fibroblastes

Monocytes, LT,
fibroblastes, endothélium
Monocytes, macrophages,
fibroblastes

LT, endothélium, plaquettes

Réles

Vasodilatation, perméabilité vasculaire, douleur

Vasodilatation, neurotransmetteur

Perméabilité vasculaire, douleur, vasodilatation
Chimiotactisme, synthése de cytokines
Perméabilité vasculaire, chimiotactisme
Phagocytose, cytolyse

Perméabilité vasculaire, chimiotactisme
Dégradation protéolytique, chimiotactisme
Dégradation protéolytique

Dégradation protéolytique

Vasodilatation, fievre, douleur

Vasoconstriction, agrégation plaquettaire
Perméabilité vasculaire, chimiotactisme PMN
Perméabilité vasculaire, agrégation plaquettaire,
chimiotactisme PMN

Fievre, adhésion, activation leucocytaire,
production de cytokines et chimiokines

Fievre, prolifération LT et LB

Chimiotactismes neutrophiles

Chimiotactisme monocytes, NK

Chimiotactisme macrophages, basophiles

Chimiotactisme basophiles, LT
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ii.  Les polymorphonucléaires neutrophiles

Les polymorphonucléaires neutrophiles sont des cellules plurilobées représentant 55 a 70 % des
leucocytes du sang. Ces cellules sont décrites pour avoir une durée de vie trés courte, environ
7 heures [61], dans des conditions non-inflammatoires. Les PMN sont générés a partir de
cellules souches hématopoiétiques et contrélés par I’hormone de croissance G-CSF [62,63]
dans la moelle osseuse, ou ils sont ensuite majoritairement stockeés dans 1’attente d’un signal de
danger. Lors du processus d’inflammation, les neutrophiles « réservoir » sont libérés et migrent
vers le tissu inflammé. Ces PMN, par leur facilité migratoire et d’accés a tous les organes, sont
les premiéres cellules recrutées sur le site infectieux et jouent un réle majeur dans la lutte
antimicrobienne. La migration des neutrophiles est induite pour un gradient de chimiokines IL-
8 mais aussi par les leucotrienes, les prostaglandines et le fragment C5a du complément. De
plus, les composants bactériens tels que le fMLP (Formyl-Met-Leu-Phe) ou le peptidoglycane
contribuent a leur recrutement. Une fois sur le site infectieux, les neutrophiles participent
activement a I’¢élimination des pathogenes. Quatre grands mécanismes utilisés par ces PMN
sont decrits [64] (Fig. 2) :

e La phagocytose, qui se fait par opsonisation ou non, des débris cellulaires et des
microorganismes [65]. Elle permet I’¢limination du pathogéne et le nettoyage du tissu.
La dégradation du pathogéne ingéré conduit aux 2 mécanismes suivants.

e La génération de ROS (Reactive Oxygen Species) par la NADPH oxydase. Cette
enzyme permet la réduction du dioxygéne (O?) en ion superoxyde (O?) qui sera converti
en peroxyde d’hydrogéne (H202). Une autre enzyme, la myélopéroxydase (MPO)
convertit ’H202 en HOCI. L’0%, H202 et HOCI sont des ROS responsables du stress
oxydant et permettent la destruction du pathogene [66]. Cette production de ROS doit
étre contrblée afin d’éviter un effet delétére sur les tissus.

e La dégranulation de protéines enzymatiques. Il existe 4 types de granules: 1) les
granules primaires ou azurophiles contenant les défensines, la MPO ou les cathepsines,
2) les granules spécifiques avec les phosphatases alcalines, la lactoferrine, le lysozyme,
la NADPH oxydase, les cathélicidines ou les collagénases, 3) les granules tertiaires avec
la gélatinase et 4) les vésicules sécrétrices d’albumine. La dégranulation de ces vésicules
dans les phagolysosomes ou en extracellulaire est dépendante de signaux
extracellulaires induits par un microorganisme tels que 1’activation de la B-arrestine ou

des Rho récepteurs [67].
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e LaNETose (Neutrophil Extracellular Traps) qui est définie par I’expulsion de filaments
d’ADN, provenant du noyau et des mitochondries des neutrophiles, vers I’extérieur,
permettant d’emprisonner puis de dégrader les microorganismes (bactéries, virus,
parasites, fongique) hors de la cellule [68-70]. Les NET ne sont pas constituées
uniquement d’ADN, ils comprennent aussi des histones, des sérines protéases, de la
MPO, des cathelicidines, défensines, calprotectines et de I’actine. Ce relargage apparait
soit 1) a la suite du processus de mort cellulaire donc dans les 3 a 8 heures aprés la

stimulation des PMN [71], soit 2) dans la minute aprés 1’exposition a S.aureus [72].

e Phagoctyose

=2

Bactéries

PMN

NETose

Figure 2: Mode d’action _des neutrophiles. [’activation des PMN par un stimulus
extracellulaire provoque 3 mécanismes de défenses dont la phagocytose de 1’agent
inflammatoire afin de 1I’éliminer, la dégranulation de protéines enzymatiques permettant la lyse
du stimulus et la formation de NET ayant pour but d’emprisonner puis de dégrader le pathogéne.
(Adaptée de Bonomo, 2015).

Lors de I’activation des neutrophiles sur le site inflammatoire, un grand nombre de médiateurs
de I’inflammation sont secrétés, tels que des cytokines (TNFa, IL-1pB), des chimiokines
(CXCL8, CCL3) mais aussi des facteurs de croissance (G-CSF, GM-CSF) et des médiateurs
lipidiques (LTB4, PGE2). Ceci permet d’orchestrer la réponse immunitaire en recrutant
d’autres cellules de I’'immunité (monocytes, DC) et en amplifiant la fonction propre du
neutrophiles (production de ROS, de lipides pro-inflammatoires). 1l a aussi été démontré que
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les PMN peuvent avoir un role dans I’'immunité adaptative en acquérant des propriétés de
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) permettant ainsi d’activer les lymphocytes T (LT) et
B (LB) [73]. En effet, dans un modéle de colite induite par transfert de LT, les neutrophiles
infiltrant le cO6lon présentent une augmentation de I’expression du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il et CD86, leur permettant d’induire la prolifération des
LT [73,74].

Ces neutrophiles ont donc un réle primordial dans les premieres phases de I’inflammation, mais
ils sont aussi un acteur majeur dans 1’arrét de cette inflammation. Si la réaction inflammatoire
est importante, sa régulation et sa résolution le sont tout autant [75]. Pour cela les neutrophiles
doivent entrer en apoptose et laisser place aux macrophages. L’inhibition de ’action des
neutrophiles se fait principalement a 1’aide d’une molécule nommée I’adénosine. L’adénosine
se fixe a son récepteur Axa et provoque un changement majeur dans le profil de sécrétion des
médiateurs lipidiques des PMN [76]. Dans les premiéres étapes de I’inflammation, les
neutrophiles convertissent I’acide arachidonique en LTB4 grace a I’enzyme 5-lipoxygénase
(LO). Lorsque I’adénosine agit sur le neutrophile, elle empéche la translocation de la 5-LO et
potentialise I’expression de la COX-2 reconnue comme source majeure de PGEZ2, un lipide anti-
inflammatoire (Fig. 3) [77]. Cette molécule est associée a d’autres fonctions du neutrophiles
qui sont, d’inhiber I’adhérence a la paroi endothéliale, la sécrétion de cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires, ainsi que 1’explosion oxydative et la dégranulation [76]. De plus, les
neutrophiles sont connus pour participer a la synthese de nombreux médiateurs lipidiques pro-
résolutifs (SPM ; décrits dans la sous partie 1l-b), provoquant le retour a I’homéostasie [78].
Une fois ce role pro-résolutif des neutrophiles enclenché, ces derniers sont éliminés via le
mécanisme d’apoptose [79,80]. Ces PMN apoptotiques sont ensuite phagocytés par les

macrophages pro-résolutifs du site inflammatoire [81].
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Figure 3 : Action de I’adénosine sur les neutrophiles. L a liaison de 1’adénosine a son récepteur
A2a conduit a l’activation de I’enzyme COX-2 permettant la synthése de lipide anti-
inflammatoires et a I’inverse inhibe 1’enzyme 5-LO et par conséquent la formation de lipide
pro-inflammatoire par les neutrophiles.

iii.  Les macrophages

Les macrophages sont des cellules d’une grande plasticité que 1’on retrouve dans chaque tissu
humain et qui sont nécessaires a ’homéostasie tissulaire. Ces cellules jouent un rdle dans le
développement, I’'immunité innée et la réparation tissulaire. Les macrophages résidents, dérivés
de macrophages embryonnaires, jouent un role de cellules sentinelles afin de protéger
I’organisme d’une infection ou d’une inflammatoire stérile. De par leur grande plasticité, les
macrophages ont longtemps été divisés en 2 grandes catégories en fonction de leur statut
« inflammatoire », avant que les récentes technologiques (ex : scRNAseq) n’illustrent leurs trés
grande hétérogénéité et plasticité dans les tissus [82,83]. Initialement, on distinguait, les
macrophages M1 dits pro-inflammatoires qui répondent a I’'TFNy, et les macrophages M2 dits
pro-résolutifs qui répondent a I’'TL-4 et I’IL-13 [84]. Les macrophages pro-inflammatoires se
distinguent par 1’expression des marqueurs CD86, iNOS et le CMH de classe I, et par leur
capacité a relarguer des cytokines pro-inflammatoires, telles que 1’IL-12, IL-23, TNFa, mais
aussi des agents oxydants (NO, O%) [85]. Ces caractéristiques leur permettent de lyser 1’agent
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inflammatoire par les radicaux libres, d’induire le recrutement des LT de type Thl par les
cytokines IL-12 et IL-23 [86], et des neutrophiles par les chimiokines CXCL1 et CXCL2
assurant ainsi une défense antibactérienne et virale. Une fois le microorganisme éliminé a 1’aide
des macrophages et des autres cellules de I’immunité, il est important de résoudre
I’inflammation. Pour cela les macrophages pro-inflammatoires subissent soit le phénoméne
d’apoptose soit une repolarisation vers des macrophages dit pro-résolutifs. Ces macrophages
pro-résolutifs, facilitent la réparation tissulaire [87]. Leur action majeure est le nettoyage des
débris cellulaires par efferocytose. L’efferocytose est une phagocytose sans inflammation [81],
permettant ainsi d’éliminer les débris cellulaires, comme les neutrophiles apoptotiques, sans
produire de cytokines pro-inflammatoires. Au contraire, ces macrophages vont augmenter leur
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, telles que 1’IL-10 ou le TGFp, ’expression de
marqueurs qui favorisent I’homéostasie comme le CD200R et le CD47, I’expression du CD163,
de I’arginase 1 favorisant le profil anti-inflammatoire, et des facteurs de transcription PPARy
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma) et LXR (Liver X receptor) activant ces
macrophages, ainsi que la synthese de lipides pro-résolutifs (résolvines, protectines...) [85]. De
plus, les macrophages de type M2 sécretent de nombreuses chimiokines (CCL17, CCL22) qui
conduisent au recrutement de LT Th2 qui régulent la lutte antiparasite et les allergies [86]. Les
macrophages sont donc des acteurs clés, qui par leur grande plasticité vont permettre
I’élimination du pathogéne ainsi que la réparation tissulaire nécessaire pour retrouver une

homéostasie du tissu.
iv.  Lescellules dendritiques

Les cellules dendritiques font partie de I’immunité innée et permettent d’activer I’immunité
adaptative par leur propriété de CPA. Ces cellules sont subdivisées en 2 classes : les cellules
résidentes qui se trouvent en permanence dans les organes lymphoides secondaires (OLS) et
sont dites immatures (iDC) et les cellules migratoires qui sont localisées dans les tissus et
peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques drainants lors d’une inflammation. Ces 2
populations de DC ont pour point commun 1’expression constitutive du CMH de classe Il et la
capacité de stimuler les LT naifs. Une autre classification met en lumiere 3 classes de DC issu
de la circulation sanguine : les DC plasmacytoides (pDC) qui représentent une petite proportion
des DC et permettent la sécrétion d’IFNa, les DC myéloides (mDC) qui sont associées au
processus de présentation antigénique et les DC dérivées de monocytes (MoDC) qui sont les
DC inflammatoires et expriment le CD14+ [88-90]. Les mDC ont un potentiel unique par leur

multi-localisation (organes lymphoides et non lymphoides), leur présentation antigénique
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puissante, leur pouvoir de migration vers les OLS et leur capacité d’activer les LT naifs. Ces
cellules se distinguent des autres leucocytes par I’expression du CD1a, du CD141, ainsi que du
CMH 11 et des facteurs de transcriptions IRF4 et 8. Les mDC du sang sont les précurseurs de
nombreuses sous catégories de DC en fonction de leur localisation et de leurs marqueurs
d’expressions a la surface cellulaire : les CD141+/IRF8 (mDC1) ou CD1c+/IRF4 (mDC2) pour
les mDC résidentes des tissus (intestin, poumon), les CD1a+/ EpCAM- ou CDla+/EpCAM+
pour les cellules résidentes des OLS (rate, ganglions) et les CD1a+ pour les cellules de la peau
(cellules de Langerhans) (tableau 3) [90]. Lors d’une Iésion tissulaire, les mDC immatures du
sang et les DC dérivées de monocytes (CD14+) phagocytent de nombreux pathogénes induisant
leur maturation ainsi que la sécrétion de cytokines (IFNI, I, IL-6, 1L-12) et ’acquisition du
récepteur aux chimiokines CCR7 [91]. Par un gradient de CCL21, les mDC maturées et les
MoDC vont migrer vers les OLS dans le but d’activer les LT [92]. Les mDC1 CD141+ sont
spécialisées dans la présentation croisée des antigénes par le CMH de classe I, conduisant a
I’activation de LT CD8 [93]. A I’inverse, les mDC2 CD1c+ conduisent a la prolifération de LT
CD4, et sont activées lors d’une réponse antivirale ou antifongique par le CMH 11 [94].
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Tableau 3 : Classification des cellules dendritiques

Classe Marqueurs

pDC HLA-DR, CD123+, CD303+,
CD304+, CLECAC, IRF8 et
IRF4

mDC1 CD141+, BDCA-1, IRFS8,
CD163, Clec9A, FIt3, CMHI

mDC2 CDlc, CD11c, CD11b, SIRPa,
IRF4, Clec10A, CMHI et Il

DC CD14+
inflammatoire
(MoDC)
Cellules de HLA-DR, CD1lc, CD207,
Langerhans CDla, CDG62E, CD123,
CD303, langerine
cDCdansles CDla+, EpCAM+
organes CDla+, EpCAM-
lymphoides  CD206+, CD14+

Localisation

Sang, tissus lymphoides

Sang, tissus non lymphoides :

intestin (LP), reins

Sang, poumon, intestin, foie,

peau

Sang, tissu

Epiderme

Cellule  de  Langerhans
migratoire

DC du derme migratoire

Fonction

Sécretion de cytokines

Activation des TCDS8 et des
cellules NK, production
IFN, TNF, CXCL9

Senseur, activation des
TCD4 (Thl, Th2, TH17)
and TCD8, cytokines
production (IL-12, TNF,
IL-6, IL23), induction de la
tolérance

Senseur, activation des LT
Thlet Thl7

Tolérance, régulation des
Treg du derme, CPA,
sécrétion d’IL-15 et IL-22
CPA dans les OLS

Au final, les neutrophiles, les macrophages et les DC travaillent ensemble pour reconnaitre,

phagocyter et éliminer le pathogéne. De plus les macrophages ainsi que les DC permettent par

leur propriété de présentation de I’antigéne d’activer I’immunité adaptative lorsque I’'immunité

innée n’est pas toujours suffisante.
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V. L’immunité adaptative

L’immunité adaptative met en action 2 grands acteurs : les lymphocytes T et les lymphocytes
B. Les LB assurent I’immunité humorale, conduisant a 1’élimination d’antigénes (Ag) solubles
principalement. En comparaison, les LT assurent I’immunité cellulaire, contribuant a
I’élimination des Ag portés par un microorganisme. Durant I’inflammation, les LB génerent
des anticorps, nommés immunoglobulines, reconnaissant des Ag solubles et induisant leur
élimination par opsonisation [95,96]. A I’opposé, les LT ne sont pas capables de reconnaitre un
Ag soluble. L’Ag doit étre présenté par une CPA telle que les DC, les macrophages, ou les LB.
Une fois I’Ag présenté par les molécules du CMH et reconnu par le TCR, les LT s’activent et
se différencient. Deux catégories de LT existent : les LT CD4+ qui sont dit auxiliaires, avec de
nombreuses sous-populations (Thl, Th2, Thl7, T régulateur), et les LT CD8+ qui sont
cytotoxiques [97,98]. Ces 3 acteurs viennent en aval de I’'immunité innée pour éliminer 1’agent

inflammatoire et permettent d’instaurer une mémoire contre cet Ag.

Une fois 1’agent inflammatoire éliminé, il est primordial d’arréter le systéme immunitaire de
maniére active dans le processus inflammatoire et pour cela d’entrer dans la phase de résolution

de I’inflammation.

Il. La résolution de I’inflammation
En condition physiologique, la réaction inflammatoire se termine par une phase de résolution
de I’inflammation. Cette résolution de I’inflammation met en jeu 3 grands mécanismes : 1)
I’inhibition du recrutement leucocytaires, 2) 1’apoptose des PMN et 3) I’efferocytose de ces
corps apoptotiques par des macrophages pro-résolutifs. Ces mécanismes sont orchestrés par des
médiateurs lipidiques spécialisés dans la résolution de I’inflammation (SPM), ce qui aura pour
role de diminuer les médiateurs de I’inflammation, puis de nettoyer le tissu dans le but de

retrouver un état d’homéostasie [15].
a) Les mécanismes de la résolution

i.  Inhibition de Pinfiltrat leucocytaire

Lors de la réaction inflammatoire, de nombreuses cytokines et chimiokines sont sécrétées par
les acteurs de I’'immunité innée notamment les macrophages, les neutrophiles et les DC. Ceci
ayant pour but de guider I’infiltration leucocytaire dans le tissu inflammé. Pour résoudre
I’inflammation il est important d’éliminer ces cytokines et chimiokines du tissu afin de stopper

la migration cellulaire qui en découle. Plusieurs mécanismes sont mis en place, notamment le
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clivage des chimiokines par I’enzyme MMP12. Cette enzyme, synthétisée par les macrophages,
inactive les facteurs du complément (C3a, C5a), et clive des motifs de liaisons aux récepteurs
de certaines classes de cytokines, augmentant ainsi la phagocytose et diminuant I’attraction sur
le foyer Iésionnel d’autres cellules de I’immunité [99]. D’autre part, il a aussi ét¢ démontré une
augmentation du récepteur CCR5 a la surface des neutrophiles et des LT apoptotiques menant
a la capture et 1’élimination de chimiokines pro-inflammatoires (CCL3 et CCL5), inhibant le
recrutement des cellules de I’immunité par chimiotactisme [100]. Un autre mécanisme est décrit
par le récepteur aux chimiokines D6. Ce récepteur est un récepteur couplé aux protéines G
(GPCR), déficient en motif DRY lui procurant une insensibilité au gradient chimiotactique. Il
a la capacité de lier des chimiokines inflammatoires de la famille B, puis de les endocyter et de
les dégrader limitant le recrutement d’autres acteurs de I’immunité [101]. Tous ces mécanismes
ont pour but de stopper la migration cellulaire sur le site inflammatoire afin de diminuer

I’inflammation.
ii.  Induction de I’apoptose des neutrophiles

Dans un second temps, il est nécessaire d’activer 1’apoptose des neutrophiles afin de nettoyer
le tissu inflammé [102]. Il existe 2 grandes voies de mort par apoptose : la voie extrinséque
activée par des signaux extracellulaires (liaison de Fas/CD95 ou TNFa/TNFR1) qui provoque
I’activation de la caspase 8, et la voie intrinséque activée par des signaux intracellulaires
(dommages a I’ADN) qui provoque la libération du cytochrome C par les mitochondries et
conduit a I’activation de la caspase 9. Les caspases sont donc les actrices majeures de la mort
cellulaire par apoptose (Fig. 4). Cette mort par apoptose, contrairement a la nécrose, n’entraine
pas de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Au contraire, celle-ci permet la sécrétion
d’IL-10 et de TGFp, des cytokines anti-inflammatoires qui permettent d’éteindre
I’inflammation. La mort cellulaire par apoptose des PMN se fait par différents mécanismes. Les
voies extrinséques de I’apoptose sont activées par la liaison du ligand Fas a son récepteur CD95
[103] mais aussi par la liaison du TNFo au TNFR1 récepteur. Le TNFo, secrété par les
macrophages pro-inflammatoires a forte concentration (>10 ng/ml), active les voies de
I’apoptose par I’intermédiaire de la voie PI3K. La liaison du TNFa a son récepteur active la
voie PI3K provoquant la synthése de ROS nécessaire & 1’élimination des cellules cibles par
oxydation [104]. L’accumulation de ROS en intracellulaire dans les PMN provoque I’activation
de la caspase 3 conduisant a 1’apoptose des neutrophiles. De plus, les ROS peuvent activer le
TNFR1 et induire I’apoptose médiée par la caspase 8. En outre, les cathepsines D, situées dans

les granules primaires des ROS, activent elles aussi les voies intrinséques de 1’apoptose [105].

30| Page



Ainsi que précédemment mentionne, I’apoptose des neutrophiles entraine, la synthése de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGFB), ainsi que la synthese de SPM. Ces SPM ont été
découverts par Charles Serhan [16,106,107], qui a mis en évidence leur implication dans
I’induction de I’apoptose des neutrophiles en particulier la résolvine E1 et la lipoxine A4
(détaillée dans la partie 11-b). Les neutrophiles induisent aussi la libération d’annexine Al, un
médiateur pro-résolutif séquestré dans les granules tertiaires et qui a pour action, en se liant a
son récepteur FPR2, de promouvoir I’apoptose des neutrophiles, I’efferocytose et de diminuer
la migration cellulaire [79,108]. Deux autres molécules, a-défensine, située dans les granules
primaires des ROS, et la lactoferrine, sécrétée lors de I’apoptose des PMN, ont un r6le anti-

inflammatoire en inhibant 1’action du TNFa et du NO et en empéchant la migration des PMN,

respectivement [109].
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Figure 4 : Les voies d’activation intrinséque et extrinséque de ’apoptose. Deux voies grandes
voies de I’apoptose ont été décrite. La voie extrinséque de 1’apoptose est enclenchée lors de
I’activation des récepteurs de mort et provoque 1’activation de la caspase 8 puis de la caspase 3
conduisant a 1’apoptose. La voie intrinséque de 1’apoptose est activée par des dommages
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intracellulaire conduisant a la libération du cytochrome C par les mitochondries activant la
caspase 9 puis la caspase 3 et induisant I’apoptose. (McCracken et Allan, 2014)

Efferocytose

La clairance des cellules apoptotiques est assurée par les phagocytes. L’efferocytose est le

mécanisme de phagocytose des débris cellulaires de fagon non-phlogistique, c¢’est-a-dire sans

induire de signal inflammatoire. L’efferocytose est un mécanisme trés régulé, qui se déroule en

2 étapes : I’étape 1 qui envoie un signal « trouvez-moi » et I’étape 2 avec le signal « mangez-
moi » [81] (Fig. 5).

Les signaux « trouvez-moi ». Plusieurs travaux ont démontré que les cellules
apoptotiques liberent de nombreuses molécules induisant le recrutement des
phagocytes. Parmi ces molécules on retrouve, I’ATP et I’UTP fortement sécrété par les
cellules en apoptose et qui, en ciblant les récepteurs P2Y>, favorisent I’attraction des
monocytes. Ces 2 nucléotides ont aussi la capacité d’augmenter 1’expression des
récepteurs a la phagocytose [110]. La chimiokine CX3CL1 montre aussi une action
dans le signal « trouvez-moi ». Cette chimiokine se fixe au récepteur CX3CR1, exprimé
par les macrophages, et induit leur migration vers les cellules apoptotiques [111]. Le
lipide sphingosine-1 phosphate (S1P) relargué par les cellules apoptotiques se fixe a
son récepteur S1IPR1-5 et induit, lui aussi, le chimiotactisme des cellules myéloides sur
le foyer Iésionnel. De plus, ce lipide a aussi montré des propriétés anti-inflammatoires
en diminuant la sécrétion du TNFa et de I’'TL12 et en augmentant la synthése d’IL-10
[112,113]. Un autre acteur du signal « trouvez-moi » est le lysophosphatidylcholine, un
puissant chimioattractant des macrophages/monocytes durant I’efferocytose [114]. Ces
différentes molécules sont donc sécrétées par les cellules apoptotiques et induisent la
migration des phagocytes vers le signal émis.

Les signaux « mangez-moi ». Une fois attirés par les signaux « trouvez-moi », les
macrophages phagocytent les débris cellulaires de maniére spécifique. Pour cela, les
cellules apoptotiques expriment un ligand spécifigue a 1’apoptose: la
phosphatidylsérine (PS). La PS est une molécule exprimée sur la couche interne de la
membrane lipidique des cellules vivantes. Lors de I’entrée en apoptose des cellules, la
PS se transloque sur la membrane externe et devient détectable, notamment des
phagocytes. Pour lier la PS, il existe de nombreux récepteurs qui reconnaissent le ligand

de manieére directe ou indirecte. Parmi les récepteurs directs, on distingue 4 classes : la
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famille des BAI 1 (Brain-specific angiogenesis inhibitor 1) exprimée par les
macrophages et les cellules endothéliales [115], les récepteurs TIM 1 et 4 (T cell
immunoglobulin mucin) exprimés par les macrophages et DC ayant aussi pour role
d’inhiber la synthese de cytokines pro-inflammatoires [116], le CD300 [117] et les
stabilines 1 et 2 [118,119]. Ces récepteurs reconnaissent directement la PS a la surface
des cellules apoptotiques et induisent leur phagocytose. Parmi les récepteurs indirects,
on compte le CD36 [120], les intégrines av3 et avp5, et les TAM (Tyro3/Axl/Merck).
Pour se fixer, ces récepteurs ont besoin d’une molécule de pontage comme par exemple
la molécule MFGES8 qui permet la liaison des intégrines av [121], mais aussi GAS6 ou
ProS1 qui aide a la liaison des récepteurs TAM [122]. Suite a la liaison de ces récepteurs
avec la PS, les macrophages phagocytent les cellules apoptotiques. De plus, la liaison
de certains récepteurs comme par exemple des récepteurs TAM ou TIM, induisent un
signal inhibiteur sur la sécrétion du TNFa et d’IFN de type I, contribuant a la résolution

de ’inflammation.

SIGNAL TROUVEZ-MOI SIGNAL MANGEZ-MOI
) o
: ®--
CELLULE APOPTOTIQUE
CELLULE APOPTOTIQUE
. - # .(;ASS

/ % P ot i el p_\sJ:w
A \I“_ @ CX3CL1 S1P BAII‘/ ‘.“ BS e

\ oo DS §
v ' ; R TIM1-4 /
' CD300,
CD73
CD39

IL-10. VEGF, EPO,

Effets surles |4 NwalL Thosi t o1 ErEG b y\rGEs nERTK TNF,

adi IL1 INE, P
meédiateurs de L6 l, IL6. 1‘ IL10 f TGEFp l, IL6.
Fimmunité | cxcLnexcramt  § ToEp $INFIL12 T3  CCLS IFNo/B
. ) ?Effel'ocytose fEfferocytose Efferocytose Inflam ‘fEfferocytose Auto- Auto-
.Regula.tlctn . Influx neutrophils 4 survie des M@ l,Colite ‘ mation Auto- * immunité l immunité
immunitaire llnﬂux neutrophiles ‘y Prolifération M@ © p 1o on M2 d’orga ‘ immunité Colite
Fibrose nes

Figure 5 : Les signaux « trouvez-moi » et « mangez-moi » nécessaire a ’efferocytose. Les

cellules apoptotiques libérent de nombreuses molécules induisant le recrutement de phagocytes
Une fois attiré sur le site inflammatoire, les macrophages phagocytent de maniere spécifique
leur cible. Pour cela les cellules apoptotiques expriment un ligand, la phosphatidylsérine
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reconnue par de nombreux récepteurs et permettant la phagocytose des corps apoptotiques par
les macrophages afin de nettoyer le tissu. (Adaptée de Eliott et al, 2017)

Ce mécanisme d’efferocytose induit la reprogrammation des macrophages pro-inflammatoires
vers un profil pro-résolutif. Ces macrophages pro-résolutifs ont la particularité d’éteindre
I’inflammation en participant a 1’efferocytose des neutrophiles et en sécrétant des SPM et des
cytokines anti-inflammatoires. Une étude récente démontre aussi le role des Treg dans
I’efferocytose. En effet, cette sous-population cellulaire qui régule 1’action des LT effecteurs
par différents mécanismes, augmente 1’efferocytose des macrophages dans 3 modeéles
d’inflammations aigués (1’athérosclérose, la péritonite et I’inflammation pulmonaire aigué)
[123]. Un des mécanismes des Treg sur I’induction de I’efferocytose évoqué dans cet article
passe par la sécrétion d’IL-13 permettant I’induction I’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) par

les macrophages et stimulant 1’efferocytose.
b) Les médiateurs lipidiques et les cytokines pro-résolutifs

La synthese de médiateurs lipidiques pro- ou anti-inflammatoires joue un réle primordial lors
de I’inflammation. En effet les lipides pro-inflammatoires agissent au début de 1’inflammation
en permettant le recrutement des PMN sur le site inflammatoire [124]. A I’opposé, les lipides
pro-résolutifs (SPM) induisent eux, I’arrét de I’infiltration leucocytaire ainsi que 1’apoptose des
neutrophiles et la polarisation des macrophages M1 vers des macrophages M2 dits pro-
résolutifs [14,15,125]. Ceci contribue au changement de profil des cytokines pro-
inflammatoires vers des cytokines anti-inflammatoires. A ce jour, 4 grandes classes de SPM
sont décrites : les lipoxines, les résolvines, les protectines et les marésines [16,106,126,127].
Ces SPM sont issus de la dégradation d’acides gras polyinsaturés de type omega-3 et omage-6
[128]. lIs agissent sur des cibles différentes et par I’intermédiaire de récepteurs différents mais

ont le méme but : éteindre activement I’inflammation.
I.  Les cytokines anti-inflammatoires

Parmi les cytokines anti-inflammatoires, 2 cytokines majeures ont été identifiées. 1) Le TGF-
B qui supprime les signaux induits par les TLR et conduit a la diminution de la réponse
inflammatoire. 1l est sécrété a la suite de la liaison des macrophages avec des cellules
apoptotiques (PS/CD36 ou TAM) et favorise la prolifération des Treg, la polarisation des
macrophages pro-inflammatoires vers des macrophages pro-résolutifs et la réparation cellulaire

par les myofibroblastes (sécrétion de MMP-1, collagéne et fibronectine) [129]. 2) L’IL-10,
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cette cytokine est sécrétée par de nombreuses cellules de I’immunité (LT, LB, macrophages,
NK) et a des effets fonctionnels sur tout autant de cellules. L’IL-10 permet 1’induction d’une
multitude de signaux activateurs ou inhibiteurs tels que I’inhibition de la sécrétion de nombreux
médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF, 1L-12) ainsi que
des chimiokines. Elle inhibe aussi I’activité des CPA, le chimiotactisme des macrophages, des
PMN et des DC, ainsi que la prolifération des LT CD4. A I’opposé, elle augmente la sécrétion
de médiateurs anti-inflammatoires (IL1R antagoniste, récepteur soluble au TNFa, IL-10), la
phagocytose, la prolifération des LB et des NK, et elle promeut le phénotype Trl [130]. La

sécretion de ces 2 cytokines joue donc un role majeur dans la résolution.
ii.  Les lipoxines

Les lipoxines et spécifiquement la lipoxine A4 (LXA4) est un médiateur lipidique spécialisé
dans la résolution de I’inflammation [131]. Elle est synthétisée par les neutrophiles ou les
macrophages grace au basculement des enzymes de synthese. En effet, durant les premieres
phases de I’inflammation les neutrophiles sécretent des leucotriénes ainsi que des PG par
I’intermédiaire de la 5-lipoxygénase (LO) et de la COX, respectivement. La synthese de PGE2
ou D2 provoque de nombreux changement enzymatique. A la suite de cela, les enzymes LO-5,
-12 et -15 permettent, a partir d’acide arachidonique, la synthése de la LXA4 par les
neutrophiles (Fig. 6) [132,133]. Ce lipide est connu pour se lier a son récepteur ALX (ou FPR2)
[134] et a démontré de nombreux effets pro-résolutifs notamment en inhibant la sécrétion
d’IL12 [135], ainsi que I’infiltration des PMN et des LT et en stimulant I’efferocytose dans des
tests in vitro [136,137]. De plus la LXA4 joue un réle bénéfique en accélérant la résolution de
I’inflammation dans des modeles d’inflammation aigué, comme par exemple dans le modele
« d’Air Pouch » ou de colite induite au DSS chez la souris [133,138]. Néanmoins, plusieurs
pathologies telles que les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) [139] ou les
maladies cardiovasculaires, ont montré un défaut de synthese de ce lipide pouvant étre associé

a un défaut de résolution et entrainant une inflammation chronique.
iii.  Les Résolvines

La famille des résolvines (Rv), comporte 2 grandes classes, les résolvines E (RVE) ou D (RvD)
[140,141]. La classe des RVE est issue de I’acide eicosanoide (EPA) qui est converti en 18R-
HEPE par I’enzyme COX-2 ou les microparticules P450 [13,106]. Ce substrat est ensuite
converti en RVEL ou 2 par la 5-LO [20,142] ou en RVE3 par la 15-LO par les neutrophiles
[143,144] (Fig. 6).
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La RVEL est un puissant médiateur lipidique anti-inflammatoire et pro-résolutif. 1l se
fixe a ses récepteurs ChemR23 ou BLT1 [145] et permet de prévenir I’inflammation et
d’accélérer la résolution. Il a été démontré que ce SPM diminuait la migration des PMN
[13], ainsi que la sécrétion d’IL-12 par les DC [20]. En parall¢le, il augmente 1’apoptose
des PMN [23], I’efferocytose [146] et la sécrétion d’IL-10 par les macrophages.
Lorsqu’on injecte la RVE1l dans des modéles d’inflammation aigué chez la souris,
notamment dans la péritonite [20], la parodontite [22] mais aussi dans des modeles de
colite induite au DSS et TNBS [21,147] on observe dans chacun d’entre eux, une
accélération de la résolution avec un index de résolution de I’inflammation réduit
[148,149]. Ceci demontre qu’activer les voies de la résolution & un effet bénéfique sur
la récupération lors d’une inflammation aigué. Ce lipide est ensuite inactivé par une
dégradation enzymatique sous forme de 18-oxo-RVE1 [150].

La RVE2 est synthétisée par les PMN et joue, elle aussi, un role dans I’accélération de
la résolution en diminuant le recrutement des PMN, la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoire et augmentant I’efferocytose et la sécrétion d’IL-10 par les macrophages
[142,151]. En effet, ce lipide démontre des effets identiques a la RVEL dans le modele
de péritonite et son efficacité est renforcée lorsqu’il est injecté en intraveineuse [142].
La RVE2 est un antagoniste du récepteur BLT-1 empéchant la liaison du LTB4 et
diminuant le recrutement des neutrophiles et elle est un agoniste partiel de ChemR23
[151]. 1I semblerait donc que ce lipide cible d’autres récepteurs pour induire son effet
pro-résolutif.

La RVE3, comme la RvEl et E2, favorise la récupération de I’inflammation en
diminuant Pinfiltration des PMN [144]. Le récepteur de ce lipide n’a pour le moment
pas été détermine, cependant il prévient I’inflammation dans un modéle de péritonite et
d’asthme allergique [144,152]. La RVE3 diminue le recrutement des éosinophiles et
supprime la synthése d’1L-23, cytokines sécrétee par les LT Th17 et fortement retrouvée

dans les maladies inflammatoires chroniques [153].

L’autre classe de résolvines, les RvD, contient 6 sous-types issus de la conversion du DHA en
17HpDHA par la COX-2 puis en RvD1, 2, 3, 4, 5, ou 6 par la LO-15 ou -5 par les neutrophiles
et les macrophages (Fig. 6) [106,126]. Parmi elles, la RvD1 est la plus décrite. Elle se fixe aux
récepteurs GPR32 ou ALX/FPR2 [154], induisant une régulation de la migration des PMN et
de la phagocytose [155-159]. Ce lipide est retrouvé diminué dans le poumon des patients

atteints de mucoviscidose [160] et a démontré des effets bénéfiques dans plusieurs modéles de
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maladies inflammatoires chroniques dont la colite induite au DSS et TNBS [161], la polyarthrite
rhumatoide [162] et le syndrome sec [163]. De plus, elle agit sur la synthése des miRNA,
notamment en augmentant miR-208 et 302 et en inhibant miR-219 et 21 générant un effet anti-
inflammatoire [164]. La RvD2 joue elle aussi un role dans 1’accélération de la réparation
tissulaire en inhibant la migration des neutrophiles et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires dans les modeles de colites induites [157,161,165]. La RvD3 quant a elle,
apparait plus tardivement que les autres SPM dans le processus de I’inflammation, lui suggérant
un role spécifique lors de la résolution qui n’est pas encore découvert. Toutefois, elle diminue
le recrutement des neutrophiles et la production de cytokines pro-inflammatoires justifiant son
role pro-résolutif [166,167]. De plus, elle augmente la production de ROS par les neutrophiles
et la clairance du site inflammatoire par les macrophages [167]. Ce lipide est aussi retrouvé
dérégulé dans la polyarthrite rhumatoide et son administration diminue [infiltration
leucocytaire sur le site inflammatoire et par conséquent réduit les signes inflammatoires chez
la souris [168].

Ainsi, la notion de résolution de 1’inflammation est un concept trés récent, avec la découverte
de nouveaux mediateurs lipidiques et de nouvelles cibles tres régulierement, permettant

d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques.
iv.  Lamarésine et protectine

La marésine ainsi que la protectine sont les 2 derniéres familles de SPM. Elles sont synthétisées
a partir de DHA [106,126,141,169,170] (Fig. 6). La protectine D1 (PD1) est synthétisée par les
PMN, les macrophages, les LT Th2 et les éosinophiles [171,172]. Elle permet de diminuer la
sensation de douleur en se fixant a son récepteur, le GPR37, ainsi que de réduire la sévérité de
I’inflammation dans les modéles de colite induite au TNBS, d’Alzheimer et d’ischémie-
reperfusion [173,174]. De plus, elle diminue la transmigration des neutrophiles, elle augmente
I’efferocytose et induit I’apoptose des LT Th2 [171,172,175]. Elle a éteé retrouvée fortement
diminuée dans I’asthme et son administration diminue les signes d’inflammation [176,177]. La
maresine 1 (MaR1) quant a elle, est synthétisée par les macrophages [169,170] et favorise la
conversion des macrophages pro-inflammatoires vers des macrophages pro-résolutifs induisant
une fonction pro-résolutif [169,178]. De plus, elle montre des effets bénéfiques dans la
régénération tissulaire et diminue la sensation de douleur en se fixant a son récepteur LGR6

[179-181]. Ce lipide est aussi retrouvée diminué chez les patients atteints de maladie
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d’Alzheimer alors que des études montrent qu’elle permet de diminuer I’inflammation en

augmentant la phagocytose des cellules microgliales [182].
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Figure 6 : La synthése des lipides médiateurs de la résolution de linflammation. | ’oméga 6

et 'oméga 3 provenant de I’alimentation sont dégradés, lors de la résolution I’inflammation, en
lipide pro-résolutifs. 5 grandes classes de lipides pro-résolutifs sont désormais connues : les
lipoxines issues d’oméga 6 dégradé en acide arachidonique (AA), les résolvines E issues
d’oméga-3 dégradés en EPA ou les résolvines D, la protectine et la marésine issues elles aussi
d’oméga-3 et degradés en DHA par différentes enzymes. Chaque SPM cible différent récepteur.
(Adaptée de Buckel et al, 2014)

Ces SPM ont donc un rdle primordial dans 1’organisation de la résolution de 1’inflammation

ainsi que dans son échec. lls agissent sur de nombreuses sous-populations cellulaires par

I’intermédiaire d’une variété de récepteurs. Parmi ces récepteurs, le récepteur couplé aux

protéines G ChemR23 a démontré avoir un réle majeur dans 1’induction de la résolution de

I’inflammation grace a son ligand la RvEL.

c) Récepteur couplé aux protéines G (GPCR) : ChemR23

i.  Expression de ChemR23

ChemR23, aussi appelé ERV1 est un récepteur couplé aux protéines G (GPCR) [183]. Il

possede donc 7 domaines transmembranaires (Fig. 7) avec 4 boucles extracellulaires (EL1,

EL2, EL3 et EL4) qui sont des cibles potentielles pour des anticorps monoclonaux (Fig. 7). I
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est associé a la sous-unité Gai/o qui possede un pouvoir inhibiteur sur 1’adenylate cyclase et
par conséquent diminue I’AMP cyclique. Il est exprimé par le géne CMKLR1 (Chemokine Like
Receptor 1), situé dans le chromosome 12q.24.1 et possede 371 acides-aminés. Deux isoformes
ont été decrites, avec une absence des deux premiers acides aminés pour 1’isoforme 2 [184]. I
existe une homologie de 80 % entre la séquence Homo sapiens et Mus musculus (souris), ce
qui facilite son étude pré-clinique dans des modeéles in vivo [185,186]. ChemR23 est fortement
exprimé dans les tissus adipeux, la rate, les ganglions lymphatiques ainsi que dans le poumon
et la peau. Au niveau des leucocytes, ce récepteur est retrouvé exprimé dans les DC,
principalement dans les cDC et les iDC, mais aussi dans les macrophages, les cellules NK et
les PMN [186-188]. On retrouve aussi son expression sur les cellules endothéliales, les muscles
lisses vasculaires et sur certaines classes de cellules tumorales [189-191]. Cette grande diversité
d’expression lui procure de multiples fonctions, dont le développement et la différentiation
d’ostéoblaste et d’adipocytes, 1’angiogenese et la réponse immunitaire [184,185,191,192].
L’expression de ce récepteur est régulée en fonction du microenvironnement inflammatoire ;
des travaux montrent qu’il est sur-exprimé apres stimulation au LPS ou a I'IFNy sur les
macrophages. On retrouve donc une plus forte expression de ce récepteur par les macrophages
de type M1 que par les monocytes ou les macrophages de type M2 [184]. D’autres travaux
montrent une surexpression de ChemR23 par les cellules endothéliales apres stimulation au
TNFa, IL-6 et IL-1B [191]. En parallele, des études ont mis en évidence que ce récepteur
pouvait s’hétérodimeriser avec les récepteurs CXCR4 et CCRY7, induisant une coopérativité
négative de liaison des ligands CCL19 et CXCL12 par la chémérine, sans induire
d’internalisation ni de signalisation intracellulaire mais permettant de diminuer la migration

leucocytaire [193].
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CMKLR1

Figure 7 : Structure de ChemR23. CMKLR1 est un GPCR comprenant 7 domaines
transmembranaire, 3 boucles extracellulaires et 3 boucles intracellulaires. (Kennedy et
Davenport, 2018)

Ce GPCR, comme les autres GPCR, a la caractéristique de pouvoir fixer différents ligands et
d’induire différents signaux, qu’on appelle le « biais du ligand ». Le biais du ligand procure aux
GPCR le pouvoir de fixer différents ligands sur leurs domaines extracellulaires et d’induire une
signalisation au travers de deux voies : la voie des Ga/B/y ou la voie de la B-arrestine induisant
des effets fonctionnels multiples [194]. Ceci entraine des difficultés dans le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet I’utilisation de molécules orthostériques ou
allostériques de ces GPCR peut provoquer de nombreux effets non anticipés associés aux biais
du ligand [195-197]. ChemR23 est connu pour posséder deux voies d’activation, une voie

dépendante de la B-arrestine et une voie dépendante de la Gai1 23 et Gooab [198]. Le biais du
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ligand pour ce récepteur s’explique par I’induction de deux effets fonctionnels distincts induits
par 2 ligands : la chémérine [199] qui joue un réle de chimiokine lors de 1’inflammation et la
RVE1 qui joue un role de lipide pro-résolutif, ce qui confere a ce récepteur un double réle pro-
inflammatoire ou pro-résolutif [20]. A ce jour, il est connu que 1’axe chémérine/ChemR23
active la voie de la B-arrestine ainsi que la voie Gaijo provoquant 1’internalisation du récepteur
par le biais de la B-arrestine et la diminution de I’AMPc, le relargage de calcium en
intracellulaire ainsi que la phosphorylation d’ERK et d’Akt par les sous-unité o/p/y du GPCR
[198,199]. L axe RvE1/ChemR23 est connu pour inhiber le facteur NFkB et phosphoryler les
facteurs ERK, Akt et ribosome S6 par la voie de la Gaio (Fig. 8) [200].
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Figure 8 : Les voies de signalisation au travers ChemR23. La liaison de la chémérine a
ChemR23 induit la phosphorylation d’ Akt et de ERK, le relargage de calcium en intracellulaire
ainsi que I’inhibition de I’adénylate cyclase (AC) par la sous-unité Ggg,. Le recrutement de la
B-arrestine, suite a cette liaison provoque I’internalisation du récepteur. En revanche, la liaison
de la RvE1 a ChemR23 est connue pour activer, par la sous-unité Ggg,, la voie de signalisation :
PI3K, Akt, mTor, p70S6 et pRS6.

A la suite de la découverte des ligands de ChemR23 et de son réle dans I’inflammation, de
nombreuses recherches ont été faites afin de déeterminer ces différents réles et son association a
diverses pathologies. Il a été mis en avant que la surexpression du gene ChemR23 augmente la
clairance du site inflammatoire et diminue les signes cliniques de la parodontite de fagcon RvVE1
dépendante et apporte une protection contre la stéatose hépatique, 1’obésité, 1’intolérance au

glucose et la calcification vasculaire [189,201,202]. Cependant ce récepteur est aussi retrouve
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augmenté dans certaines pathologies associées a un déficit de RvE1, c’est le cas dans le diabéte
de type 2 ou I’on retrouve une augmentation d’expression de ChemR23 par les neutrophiles
corrélés a une diminution d’expression du récepteur BLT-1 et de la RVEL et une augmentation
du taux de LTB4. Ceci entraine un échec de I’efferocytose et de clairance du tissu, contribuant
a une inflammation chronique [203]. Dans la maladie d’Alzheimer, un taux élevé de ce
récepteur est aussi observé dans les astrocytes et les microgliales afin de compenser le déficit
en SPM, mais ceci conduit & une neurotoxicité [204]. A I’inverse, I’absence de ChemR23 dans
des modeles in vivo augmente I’expression des cytokines I1L-6 et MCP-1 ainsi que la protéine
ALT (Alanine Aminotransférase) associée aux maladies du foie. De plus I’absence de ce
récepteur augmente le taux de glucose dans le sang et I’intolérance a I’insuline, il est donc
fortement associé a I’obésité et au diabete de type 2 [205,206]. Dans un modéle de souris Apoe
- la délétion du géne ChemR23 induit une augmentation du déclenchement d’athérosclérose
associee a une augmentation du nombre de Iésions, des corps nécrotiques et des macrophages
sur le site inflammatoire ainsi qu’une diminution de la phagocytose [207]. Ce récepteur posséde
donc des fonctions trés divergentes et controversees en fonction de la pathologie et du contexte
inflammatoire étudiés. Ce récepteur est aussi décrit pour étre un corécepteur du VIH-1 (Virus

de I’lmmunodéficience Humaine) et du VIS (Virus de I’Immunodéficience Simienne) [208].
ii. Lesligands de ChemR23

1) Chémérine
La chémérine est une adipokine fortement sécrétée par les adipocytes et les hépatocytes, et est
constituée de 137 acides-aminés (aa) [192]. Elle est encodée par le géne TIG2 (ou RARRES2)
et est d’abord sécrétée sous forme d’un précurseur inactif, la prochémérine de 163 aa [209].
Cette forme inactive est activée sur le site infectieux par une protéolyse. Cette protéolyse est
faite par des enzymes de la famille des sérine protéases qui clivent le domaine C-terminal
provoquant la libération de plusieurs isoformes de chémérine dont la forme préedominante de
137aa [210]. La chémérine est exprimée dans de nombreux tissus : le foie, les reins, le pancréas
mais aussi dans les tissus adipeux brun et blanc. On la retrouve aussi dans I’hypophyse, le
placenta, les ovaires et les testicules lui suggérant un role dans la reproduction [186,211,212].
La chémérine possede 3 récepteurs : ChemR23, GPR1 et CCRL2 [198,209,213,214]. Lorsque
la chémérine se fixe au récepteur ChemR23 sur les macrophages ou DC, on observe une
mobilisation du calcium intracellulaire, une inhibition de I’AMPc, le recrutement de la p-
arrestine et une activation de la voie NFxB [198]. Ceci aura pour effet d’augmenter I’expression

des marqueurs d’adhésion par les cellules cibles facilitant leur migration sur le site infectieux
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[199,215,216] puis I’internalisation du récepteur par la voie de la B-arrestine. Le récepteur
GPR1, exprimé par les cellules du systeme nerveux, montre une faible activité g-arrestine mais
son mode d’action reste pour le moment non élucidé [198]. Concernant le récepteur CCRL2, il
est fortement exprimé par les cellules endothéliales du poumon, les macrophages, les
mastocytes et les DC, mais lorsqu’il fixe la chémérine, cela ne provogue pas de signalisation
intracellulaire [214]. Ce récepteur participe a la biodisponibilité de la chémérine en la
séquestrant et en la présentant au récepteur ChemR23 [214]. La chémérine joue donc un role
de chimiokine durant les phases de I’inflammation par I’intermédiaire du récepteur ChemR23.
Plusieurs analogues de chémérine ont été décrits, notamment le peptide C9 (148-156aa) et le
peptide C15 (141-155aa). Le peptide C9 est un analogue issu du domaine C-terminal de la
chémérine et se liant au récepteur ChemR23 chez I’Homme et chez la souris. Ce peptide induit
I’activation de ChemR23 avec la méme activité chez la souris mais une activité augmentée chez
I’homme en comparaison a la chémérine [217,218]. Il provoque, comme la chémérine, le
chimiotaxisme puis ’internalisation du récepteur [209,219]. Cependant ce peptide démontre
des effets bénéfiques dans I’athérosclérose induisant une diminution du déclenchement de la
pathologie associée a une réduction des lésions aortiques et de I’infiltrat des macrophages [220].
A Tinverse, le peptide C15, actif exclusivement chez la souris, exerce un effet opposé a celui
de la chémérine en accélérant la résolution de I’inflammation. Ce peptide induit la polarisation
des macrophages pro-inflammatoires vers des macrophages pro-résolutifs et augmente

I’efferocytose induisant le nettoyage du tissu inflammé [221,222].

Etant donnée I’expression de cette adipokine et sa fonction dans les différents organes, elle
possede des effets bénéfiques et néfastes pour I’organisme. En effet, la chémérine joue un réle
protecteur dans le déclenchement de I’athérosclérose (comme le peptide C9) [207,220], les
inflammations pulmonaires [186,223], la calcification vasculaire et les maladies chroniques du
reins associées [224,225], ainsi que dans certaines tumeurs dont le mélanome et
I’hépatocarcinome [226,227]. Cet effet protecteur de la chémérine est provoqué soit par son
pouvoir d’angiogenése permettant la formation de nouveaux capillaires [191,224] ou bien par
le recrutement cellulaire comme par exemple les NK permettant 1’élimination de la tumeur
[227,228]. Cependant, ses différents réles peuvent étre associés a de nombreuses pathologies.
C’est le cas par exemple du psoriasis pour lequel la chémérine est fortement retrouvée dans le
sérum des patients et est associé au développement de la pathologie [229,230], ainsi que le
lichen plan qui démontre un réle du recrutement des NK et des DC par la chémérine dans la

physiopathologie de la maladie [231]. De plus, un taux important de I’isoforme 158K
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(chémérine dépourvu des 5 derniers acides aminés) est retrouvé dans le liquide synovial des
patients atteints de polyarthrite rhumatoide ou dans le liquide céphalo-rachidien des patients
atteints de glioblastome, démontrant une activité pathologique de certaines isoformes de
chémeérine [232,233]. D’autres études ont mis en évidence une augmentation du taux de
chémérine dans 1’obésité et dans les pathologies métaboliques qui lui sont associées (diabete,
maladies cardiovasculaire) [234] ainsi que dans les ascites des cancers ovariens, de 1’cesophage
et du foie [190,199,235]. 1l a été démontré que le niveau de chémérine circulante était corrélé a
I’indice de masse corporelle, au taux de triglycérides et aux niveaux plasmatiques des cytokines
inflammatoires [211,212]. La chémérine est donc une protéine induisant le chimiotactisme des
macrophages et DC durant I’inflammation, elle joue donc un réle pro-inflammatoire. Par ce

role, elle est associée a plusieurs maladies inflammatoires chroniques.
2) Reésolvine E1

= | es effets biologiques

La RVEL1 est synthétisée a partir d’EPA converti en 18R-HEPE par I’enzyme COX-2 au niveau
des cellules endothéliales. Le 18R-HEPE est ensuite converti en RvE1 par I’enzyme LO-5, cette
fois-ci au niveau des neutrophiles [13]. La synthése de la RvE1 se fait donc par des interactions
cellule-cellule. Cette synthése est dite dépendante ou indépendante de I’aspirine. En effet,
’aspirine induit une acétylisation irréversible de la COX-2 lui permettant de convertir I’EPA
en 18R-HEPE qui sera ensuite converti en RVE1, ce qui explique en partie son réle anti-
inflammatoire. La voie indépendante de 1’aspirine met en action le cytochrome P450, un dérivé
bactérien, qui permet lui aussi la conversion de ’EPA en 18R-HEPE puis 1’enzyme LO-5 des
neutrophiles converti ce médiateur en RVE1 (Fig. 9) [236]. Ce médiateur lipidique est aussi
retrouvé sous forme inactive apres oxydoréduction enzymatique. On retrouve trois formes
inactives, le 20-carboxy-RVEL, le 18-oxo-RVvEL et le 10,11, dihydro-RvE1l démontrant une
régulation de ce lipide par I’organisme [150]. La RVE1 possede 2 récepteurs, le récepteur BLT-
1 et le récepteur ChemR23. Le récepteur BLT-1 est exprimé par les leucocytes et il lie le
leucotriene B4, un médiateur lipidique pro-inflammatoire, induisant le chimiotactisme des
cellules de I’immunité sur le site inflammatoire [237,238]. La RvVE1 démontre un pouvoir
antagoniste sur ce récepteur, empéchant la liaison du LTB4 et par conséquent réduisant le
recrutement cellulaire [145]. Cette observation a notamment été faite dans le modéle d’air-
pouch et de péritonite pour lesquels une diminution de I’infiltration des neutrophiles a été
observée associée au récepteur BLT-1, fortement exprimé par cette population [20,148]. De

plus, cette liaison entraine une augmentation de la synthése des ROS par les neutrophiles ainsi
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que l’induction de leur apoptose [23,151,239]. En parallele, ce SPM cible le récepteur
ChemR23 [20]. La liaison de la RVE1 sur ChemR23, exprimé fortement par les macrophages
et les DC, induit la phosphorylation d’Akt et d’ERK provoquant une augmentation de
I’efferocytose et de la sécrétion d’IL-10 par les macrophages [151,200] et une diminution de la
migration des DC et de la sécrétion d’IL-12 [20]. De plus, des travaux ont mis en évidence que
I’axe RVE1/ChemR23 augmente la synthése de LXA4 chez les patients asthmatiques
augmentant son pouvoir pro-résolutif [240], et diminue la sensation de douleur post-opératoire
en agissant sur les nocicepteurs [241-243]. Son r6le majeur est donc de résoudre I’inflammation
en diminuant linfiltration leucocytaire et en augmentant 1’apoptose des PMN et leur

efferocytose induisant la clairance du tissu [148].
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Figure 9: Les voies de synthéses de la RVE1. Lors de la résolution de I’inflammation I’EPA
issue d’oméga-3 est dégradé en 18-HEPE soit par ’enzyme COX-2 (voie dépendante de
I’aspirine) au niveau des cellules endothéliales soit par le cytochrome P450 (voie indépendante
de P’aspirine). Ce substrat, 18-HEPE, est ensuite transformé en RvE1 par I’intermédiaire de
I’enzyme lipoxygénase 5 (LO-5) au niveau des neutrophiles. (Adaptée de Arita et al, 2005)

=  Efficacité préclinigue

Compte tenu de son action pro-résolutive, des études précliniques approfondies de ce lipide ont
été faites dans de nombreux modeles. Les deux modéles les plus décrits sont des colites induites
au TNBS ou au DSS. 1l s’agit de deux modeles d’inflammation aigué de ’intestin avec une
résolution spontanée. L’évaluation de la RvE1 dans ces modeles a démontré une perte de poids
et un score de selles moins important lors de la mise en place de 1’inflammation, ainsi qu’un
colon moins rétracté reflétant une inflammation réduite [21,147]. Ces observations cliniques
sont corrélées avec une diminution de I’infiltration des LT et des neutrophiles, ainsi qu’un score

histologique réduit dans le colon des souris. Ceci demontre I’action anti-inflammatoire et pro-
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résolutive de ce SPM, qui s’évalue grace a un index de résolution. Ce dernier permet de mesurer
le temps nécessaire pour réduire 50% de I’amplitude maximal de ’inflammation [148].
Ainsi, un index de résolution diminué traduit un temps de récupération plus rapide et par
conséquent un effet pro-résolutif. L’effet anti-inflammatoire est démontré par une amplitude
d’inflammation plus faible [244]. Concernant la RVEL, elle démontre des effets anti-
inflammatoires en diminuant le recrutement cellulaire et par conséquent en diminuant
I’amplitude d’inflammation. Elle présente aussi des effets pro-résolutifs en augmentant
I’apoptose des neutrophiles et 1’efferocytose des macrophages engendrant une diminution de
I’index de résolution [127,244]. D’autres modeéles d’inflammation aigué ont été étudiés,
notamment les deux modéles de référence pour évaluer 1I’impact sur la résolution de
I’inflammation, le mod¢le de péritonite et le modeéle d’air-pouch. Dans ces deux modeles, la
RVEL diminue I’infiltration des neutrophiles et augmente leur apoptose sur le site inflammatoire
associéee a un index de résolution réduit traduisant une résolution plus rapide [20,21]. La RvVE1
a démontré d’autres effets bénéfiques, notamment dans le modéle de parodontite ou un échec
d’efferocytose a été évalué [245]. Dans ce modele, I’injection de RvVE1 permet de renverser la
perte osseuse en diminuant la quantité d’ostéoclaste et I’expression des génes pro-
inflammatoires ainsi qu’en augmentant la phagocytose des macrophages [22,245]. D’autres
travaux ont démontré que la RvE1 diminuait la calcification des vaisseaux sanguins réduisant
les risques de déclencher une maladie cardiovasculaire [246]. De plus, elle accélére la
récupération post-opératoire en diminuant la sensation de douleur et la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires en agissant sur la microglie et les nocicepteurs [247,248]. D’autres études
ont mis en avant un effet protecteur de la RvE1 dans le diabéte de type 2, la dermatite atopique,
les inflammations pulmonaires et la maladie d’ Alzheimer [23,249-251].

En paralléle et dans un autre contexte que les maladies inflammatoires chroniques, Dipak
Panigrahy et son équipe ont étudié I’impact de ce SPM dans des modeles de cancérologie.
Plusieurs modeles in vivo ont été évalués (LLC, CT26, MC38 ...) et il en est ressorti que les
résolvines, dont la RvE1, empéchaient la croissance tumorale en stimulant la phagocytose des
débris cellulaires tumoraux inflammatoires, générés par la chimiothérapie, médiée par les
macrophages induisant une résolution de I’inflammation [252]. De plus, la RVEL utilisée en
traitement avant la chirurgie tumorale réduit les risques post-opeératoires de rechute sur le site
tumoral primaire [253]. La RVEL affirme donc son réle pro-résolutif dans plusieurs modeles
d’inflammation aigué en accélérant leur récupération. Elle montre aussi des résultats

prometteurs en cancerologie.
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Tableau 4 : Récapitulatif des effets biologiques de la Résolvine E1

Modeéle Effet biologique de la RVE1
Colite induite au Perte de poids diminuer
TNBS Diarrhée moins severe
Colon moins retracté
Inhibe I’infiltration leucocytaire (PMN, monocytes, LT)
Diminue la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (1L12p40, TNFa, iNOS, COX2)
Colite induite au DSS = Réduit la perte de poids
Colon moins retracté
Score histologique moins séveére

Diminue la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (TNFa, IL-1b, IL-6)

Péritonite Réduit Iinfiltration leucocytaire
Air-pouch Diminue le recrutement leucocytaire
Parodontite Augmente la phagocytose des macrophages

Réduit la résorption osseuse
Réduit I’infiltration cellulaire et la densité d’ostéoclaste
Réduction des génes de I’inflammation (Ccl3, Ccl9, Cxcll, Cxcl2, Rac2), des genes de la
résorption osseuse (Acp5, Ccl3, Mmp3, Trem2), et de la sécrétion pancréatique (Sctr)
Basculement du microbiote sublingual
Athérosclérose Réduction des lésions de type V
Augmentation de I’air des cellules du muscles lisses vasculaires
Sous-régulation des genes de I’inflammation (Ctss, Cd74, Cd44 ...)
Réduit la calcification vasculaire
Diabéte de type 2 Augmentation de la phagocytose des neutrophiles
Dermatite atopique  Diminue la production d’IFNg et IL-4

Diminue I’infiltration eosinophile, mastocytes, CD4 et CD8 dans les Iésions

Inflammation Augmente I’efferocytose par les macrophages
pulmonaire Augmente la production de ROS, et I’apoptose des neutrophiles (Caspase 8)
Alzheimer Augmente le niveau de SPM

Diminue I’activation des microglies et des astrocytes
Diminue les plaques Ab40
Diminue les cytokines GM-CSF, IL1b, IL-6 et IL-10
Douleur Diminue la sensation de douleur
Cancérologie Augmente la clairance par phagocytose des débris cellulaire

Inhibe la formation de métastase et échappement a la chimiothérapie
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= |e déficit de RVE1l

Le déficit en médiateurs lipidiques pro-résolutifs entraine de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques. Concernant la RVE1, peu d’études mettent en avant un défaut ou
une surexpression de ce lipide chez les patients. Une étude a mis en évidence un défaut de RvE1
chez les patients atteints de diabéte de type 2 (T2D) [203]. Dans cette pathologie une
surexpression du récepteur ChemR23 par les neutrophiles est démontrée, associée a un defaut
d’expression du récepteur BLT-1 et de la RVE1 et une augmentation du taux de LTB4 [203].
Ce défaut de RVEL entraine un échec de clairance du tissu inflammatoire et conduit a une
inflammation chronique [203]. L’utilisation de RvVEI sur ces neutrophiles de patients T2D
entraine une augmentation de phagocytose des neutrophiles démontrant son pouvoir
thérapeutique. En paralléle, une étude chez la souris T2D a démontré elle aussi que 1’utilisation
de la RVEL sur les neutrophiles de souris T2D augmente leur phagocytose ainsi que leur
apoptose induisant la clairance du tissu et diminuant I’inflammation [206]. Un autre travail
démontre un défaut d’expression de SPM, dont la RvVE1, chez des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer [204]. L’utilisation de la RVE1 comme traitement dans un modéle de souris
développant les séquelles et symptdbmes de la maladie d’Alzheimer permet d’augmenter
I’expression de ces SPM (RVEL, LXA4, RvD1), de diminuer les Iésions neuronales et d’induire
I’activation des microglies et des astrocytes. Cela aura pour conséquence de rétablir un état
d’homéostasie [249]. D’autres études déemontrent une surexpression du ligand protéique, la
chémerine, suspectant un défaut de fonction de la RVEl et entrainant une action pro-
inflammatoire au travers ChemR23. C’est le cas dans 2 mod¢les d’inflammation pulmonaires
chroniques pour lesquelles un taux élevé de chémérine a été retrouveé et 1’¢tude de la délétion
de ChemR23 réduit I’inflammation justifiant un déficit de la RvE1 et un déséquilibre en faveur
de la chémérine. De plus, P’injection de RvEl dans ce contexte permet de restaurer
I’homéostasie [223,254].

=  Une étude clinique dans le syndrome de I’ceil sec

La résolvine E1 démontre des effets bénéfiques dans de multiples modeles pre-cliniques allant
de la colite [147], a I’asthme [240], a la parodontite [245] ou encore au diabete de type 2 [206]
et a la maladie d’Alzheimer [249]. Ce lipide a aussi démontré des effets bénéfiques dans le
syndrome de I’ceil sec chez le rat et la souris. En effet, I’injection de RVE1 augmente la sécrétion
de larmes par les cellules de 1’ceil aprés 2 jours de traitement et protege contre la destruction
des cellules caliciformes et des cellules de la cornée [255,256]. Son utilisation a ensuite été

évaluée en phase clinique I et I/11. Le laboratoire Resolvyx a synthétisé un premier analogue de
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la RVEL1 nommé RX-10001. Cette molécule a démontré des effets bénéfiques en diminuant
I’inflammation et en augmentant la présence de larmes chez ces patients. Cependant I’étude
pharmacocinétique de cette molécule a démontré de nombreux des points faibles notamment
une élimination rapide et une faible stabilité [257]. Resolvyx a donc synthétisé un nouvel
analogue de la RvE1l, nommé RX-10045 en améliorant considérablement ces derniers

parametres. Désormais, une phase Il est en cours dans le syndrome de I’ceil sec [258-260].
d) Conclusion

L’inflammation aigué est divisée en 3 phases : une phase d’initiation, une phase d’amplification
cellulaire et une phase de résolution. Elle est orchestrée par de nombreux médiateurs cellulaires
et moléculaires permettant I’¢limination de 1’agent inflammatoire puis le retour a I’homéostasie.
La résolution de I’inflammation est médiée par des médiateurs lipidiques pro-résolutifs
permettant d’enclencher trois mécanismes d’actions majeurs : 1) I’inhibition du recrutement
leucocytaire, 2) I’induction de ’apoptose des neutrophiles et 3) I’efferocytose médiée par les
macrophages induisant la clairance du tissu (Fig. 10). Cette réaction inflammatoire est donc un

mécanisme bénéfique pour I’organisme lorsqu’elle demeure aigué et se résout spontanément.
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Figure 10 : tableau récapitulatif des multiples roles des SPM. Trois précurseurs lipidiques
sont a I’origine de 5 classes de SPM : les lipoxines, les résolvines E et D, la protectine et la
maresine. Chaque SPM posséde des cibles cellulaires différentes engendrant des fonctions
différentes ayant pour but de diminuer I’inflammation. (Adaptée de Bucket et al, 2014)
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Plusieurs travaux ont démontré qu’un échec de résolution lors de 1’inflammation, conduit a une
persistance de I’inflammation qui favorise le déclenchement de maladies inflammatoires

chroniques que nous allons maintenant développer.

I1l.  L’inflammation chronique

a) Les maladies inflammatoires chroniques

Les maladies inflammatoires chroniques (MIC), qui font parties des maladies non-
transmissibles, sont responsables de 70 % de la mortalité dans le monde [7]. Actuellement, 4
grandes classes de MIC sont les plus répandues : 1) les maladies cardiovasculaires (MCV),
2) le cancer, 3) les maladies chroniques respiratoires, et 4) le diabéte. L’inactivité physique,
le sommeil, la nourriture, 1’alcool et la cigarette jouent un rdéle prédominant dans le
déclenchement des MIC (Fig. 11) [261,262]. Des études ont démontré que 1’exercice physique
diminue de 17 % les risques de déclencher une maladie cardiovasculaire, de 40 % de déclencher
la maladie d’Alzheimer et de 26 % de déclencher un diabéte de type 2 [263,264]. De plus, les
risques de développer une MIC augmentent avec 1’age, en effet les individus plus &gés ont un
taux de cytokines, chimiokines et de protéines de la phase aigué plus éleveé, ainsi qu’une réponse
immunitaire plus faible menant plus facilement & une chronicité de I’inflammation [265]. Cette
augmentation de médiateurs de I’inflammation est causée par la sénescence cellulaire [8]. Cette
sénescence cellulaire n’est pas entiérement comprise, mais son déclenchement semble étre di
a des dommages de I’ADN, un dysfonctionnement des télomeéres, un stress oxydatif ou
environnemental [266], ainsi qu’a notre mode d’alimentation menant & 1’obésité ou & la
dysbiose du microbiote [267] (Fig. 11). Malheureusement, avec notre modele industriel actuel,
le taux de MIC a dramatiquement augmenté [268,269]. On estime une prévalence de 2,5 fois
entre 1995 et 2025 passant de 84 millions a 228 millions de personnes touchées, avec environ
70 % de la mortalité associée [7,270]. 60 % de cette augmentation se situe dans les pays en voie
de développement, comme par exemple en Inde et en Chine, a cause de 1’urbanisation des zones
rurales [4]. Aux Etats-Unis, en I’an 2000, 125 millions d’Américains vivaient avec une MIC et
21 % etaient atteints par plus d’une MIC. En 2014, c’est 60 % des Américains qui sont touchés
par une MIC dont 42 % qui en ont plus d’une et 12 % des adultes qui en possédent 5 ou plus.
Les maladies cardiovasculaires denombrent le plus de décés avec 18 millions/an, puis on
retrouve les cancers avec 9 millions/an, les maladies respiratoires (4 millions/an) et le diabéte
avec 1,6 millions/an [270,271].
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Il existe d’autres MIC, telles que la polyarthrite rhumatoide (PR), les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI), le lupus érythémateux, la sclérose en plaque (SEP) ou encore
I’athérosclérose. Ces MIC possedent des caractéristiques différentes avec des atteintes
d’organes et des types de 1ésions différents. Dans la PR par exemple, qui est une MAI, on
retrouve une forte seécrétion d’auto-anticorps (anti-CCP ou ACPA) qui s’attaquent auX
membranes synoviales de toutes les articulations (mains, poignets...) provoquant une
hypertrophie de la synoviale puis une destruction osseuse [272-275]. Cette pathologie est
associee a un taux élevé de macrophages sur le site inflammatoire et un défaut des Treg [276].
Ceci entraine des déformations articulaires et des destructions tendineuses. Les MICI, elles,
sont une attaque de la paroi du systeme digestif causée par une exacerbation du systéme
immunitaire. La cause n’est pour le moment pas déterminée mais la présence prolongée de
pathogenes ou le dysfonctionnement du systéme immunitaire est en probablement la cause. On
y retrouve un fort infiltrat de LT Thl, Th2 ou Th17 ainsi qu’une accumulation de neutrophiles
(partie décrite plus en détail en I1l-c) [277-281]. Ceci entraine la dégradation de la paroi du
systeme digestif avec des douleurs abdominales et des diarrhées intenses. La SEP, quant a elle,
est une MAI qui touche le systeme nerveux central. La présence d’auto-anticorps dirigés contre
la myéline a été retrouvé chez ces patients induisant des lésions, aussi appelées plaques,
entrainant une dégénérescence axonale avec a terme des conséquences fonctionnelles néfastes
sur la mobilité [282-284]. Bien que les MIC soient en général identifiées et classables, elles
partagent souvent des symptomes systémiques. C’est le cas de la PR qui peut étre associée a
une résistance a I’insuline et/ou une hypertension, pouvant conduire a des diabétes de type 2 et
des MCV [285,286] ou bien pour les patients atteints de MICI des complications plus fréquentes
a type de cancer colorectal sont observées [287].

Les diagnostics de ces MIC se fait principalement sur I’aspect clinique associé a des
biomarqueurs en particulier de I’inflammation tels que la CRP, I’IL-6, I’'lL-1p ou le TNFa
[288]. Concernant les traitements actuels de ces MIC, ils sont principalement dirigés contre des
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-1B, 1L-17, IL-12/23, IL-5) & partir d’anticorps
monoclonaux dirigés contre des cytokines ou leurs récepteurs, ou des stéroides
(glucocorticoides) [289-291]. De nouvelles approches tendent a réguler 1’afflux des cellules
immunitaires, c’est le cas par exemple du Vedolizumab (anti-intégrine a437) dans le traitement
de certaines MICI [292]. Cependant, ces traitements ne visent pas a résoudre I’inflammation
mais simplement a I’empécher de se mettre en place, c’est pourquoi on les appelle des anti-

inflammatoires. Environ 35 % des patients ne répondent pas a ces traitements, en particulier
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aux anti-TNFo [293]. De plus, ces traitements aménent de nombreux effets secondaires :
sensibilité aux infections virales et bactériennes, diabete, croissance de tumeurs malignes,

infertilité [11]... Ainsi la demande de nouvelles stratégies thérapeutiques est forte.
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Figure 11 : La boucle des maladies_inflammatoires chronigues. Plusieurs causes sont a
I’origine des maladies inflammatoires chronique (SCI) et les conséquences ont été identifiées.
A gauche les causes les plus communes : I’inactivité physique, les infections chroniques,
I’obésité, les insomnies, le stress, la dysbiose, le régime alimentaire et les xénobiotiques
(cigarettes, pollution...). A droite les conséquences qui peuvent en découler : le diabéte, les
maladies cardiovasculaires, le cancer, la dépression, les maladies auto-immunes, les maladies
neurodégéneératives, ostéoporose et I’immunosénescence. (Furman et al, 2019)

b) L’échec de la résolution de I’inflammation

Les 3 principaux mécanismes de la résolution de I’inflammation sont la diminution du
recrutement leucocytaire, I’apoptose des neutrophiles et 1’efferocytose par les macrophages
pro-résolutifs. Lorsqu’un de ces mécanismes est détourné, retardé ou inactivé, un échec de la
résolution pourra conduire a une inflammation chronique non contrélée. Les causes d’un défaut
de résolution peuvent étre des facteurs génétiques, qui « codent » pour une réponse immunitaire
exagérée (mutation du récepteur a I’'IL-10 dans la colite, HLA-B27 dans I’arthrite) [294,295],
une modulation du microbiote [296-298], 1a présence d’auto-antigenes comme par exemple la
protéine citrunillate dans la PR [299], mais aussi 1’exposition prolongée a des pathogénes ou
bien un défaut de synthése de SPM [139,160,168,300]. Parmi ces MIC, plusieurs semblent étre
déclenchées par un échec de résolution de I’inflammation [300]. C’est le cas du lupus
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érythémateux, ou I’on retrouve une augmentation de 1’apoptose cellulaire et un défaut de
phagocytose par les macrophages contribuant a une persistance de 1’inflammation [301]. Dans
cette pathologie la présence d’auto-anticorps dirigés contre I’ADN double brin (db), provenant
de I’apoptose et des NET des necutrophiles, a été démontré et corréle avec a un défaut
d’efferocytose qui conduit a une exposition prolongée de 1’antigéne provoquant une réaction
immunitaire exacerbée [302,303]. Cet échec de phagocytose des macrophages a aussi été
démontré dans la parodontite et le diabéte [245,304]. Cela conduit a une exposition prolongee
des pathogénes et une clairance tissulaire diminuée induisant, ici aussi, une réaction
immunitaire non contrdlée. Dans la maladie d’ Alzheimer et les MICI, des réductions de LXA4
et de RVE1 ont été identifiées, altérant et retardant la résolution de I’inflammation [139,204].
Alors que dans I’asthme, c’est la protectine D1 qui est retrouvée diminuée et dans la PR une
dérégulation de la RvD3 a été demontré [168,176]. La RVE1 est aussi diminuée chez les patients
diabétiques de type 2 [203] et la RvD1 est retrouvée diminué chez les patients atteints de
mucoviscidose [160], conduisant a un retard d’apoptose des PMN et d’efferocytose des
macrophages menant a 1’échec de la résolution de I’inflammation. D’autres travaux ont montré
une inhibition des facteurs pro-apoptotiques dans 1’athérosclérose menant au maintien d’un
milieu inflammatoire par la nécrose cellulaire [305]. Pour finir, une retard d’apoptose des
neutrophiles a été démontrée dans la PR et les MICI, menant a une accumulation locale des
neutrophiles puis une inflammation chronique tissulaire [280].

Tous ces travaux confirment que I’apoptose des neutrophiles, ’efferocytose ainsi que la
synthése des SPM jouent un réle majeur pour le maintien de 1’homéostasie et si un de ces
mécanismes échouent cela méne rapidement a une inflammation non contrélée comme dans les

MICI (Fig. 12) que nous avons pris comme modele expérimental de nos travaux.
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Fiqure 12 : Echec de la résolution de 'inflammation. | a ligne verte représente la courbe d’une
inflammation aigué qui se résout spontanément avec une phase d’initiation et une phase de
résolution gouverné par des médiateurs pro-inflammatoires ou pro-résolutifs, respectivement.
La courbe rouge illustre une inflammation chronique dépourvu de résolution de I’inflammation.
La phase d’initiation est identique a celle de I’inflammation aigué, en revanche la phase de
résolution est absente et conduit a une chronicité de I’inflammation. (Adaptée de Barnig et al,
2019)

c) Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
i.  Physiologie de I’intestin

Afin de comprendre la survenue de la chronicité de I’inflammation et 1’échec de la résolution
dans les MICI, nous décrirons d’abord la physiologie d’une réponse immunitaire dans I’intestin

et le fonctionnement de celui-ci.

Le systeme gastrointestinal s’étend de la bouche a I’anus. 1l comprend la bouche, I’cesophage,
I’estomac, ’intestin gréle, le cblon et le rectum. L’intestin gréle est divisé en 3 parties : le
duodénum (30 cm), le jéjunum (2.5métres) et I’iléon (3.5 metres de long, globalement 6 metres
au total). Il a pour réle principal 1’absorption des nutriments par les entérocytes. Sa structure en
villosité lui procure une capacité d’échange maximale. C’est aussi au niveau de 1’intestin gréle
que I’on retrouve les plaques de Peyer, un organe lymphoide secondaire. Le colon, lui, contient
le caecum, le colon droit, le colon transverse puis le colon gauche se terminant par le sigmoide

puis le rectum. Il a pour fonction principale 1’absorption de I’eau et des électrolytes [306]. C’est
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dans le célon que I’on retrouve le plus de bactéries, comptant jusqu’a mille milliards, alors que
I’intestin gréle n’en contient qu’environ 1 million. Ce tapis bactérien sur 1’épithélium est appelé
la flore microbienne ou encore le microbiote [307,308]. La paroi du tube digestif comprend 4
grandes couches (Fig.13). En partant de la lumiere intestinale, on retrouve : la muqueuse qui
comprend 1’épithélium, la lamina propria (LP) et la musculaire muqueuse, puis la sous-
muqueuse qui est constituée de tissu conjonctif et contient les VS et lymphatiques, enfin il y a

la musculeuse et la sous-séreuse.
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Figure 13 : Les différentes couches de la paroi du tube digestif. Le tube digestif est constitué
de I’;esophage, de I’estomac, de I’intestin gréle puis du c6lon et pour finri de 1’anus. Chaque
partie contient un épithélium, une muqueuse musculaire, une sous-muqueuse, une musculeuse
et la séreuse. (Illustration de Carole Fumat)

L’¢pithélium permet de créer une barriére entre le contenu de la lumiere, multitude de bactéries
et micro-organismes et le reste de 1’organisme. Parmi les entérocytes, on trouve des cellules
caliciformes qui ont pour réle de produire une grande quantité de mucus ainsi que des facteurs
de réparation et de régulation de I’inflammation [309]. Les cellules de Paneth, au sein de
I’épithélium, ont un réle anti-microbien par la sécrétion d’a-défensine et de lysozyme [310].
Sous cet épithélium, la LP (Fig. 14), aussi appelé chorion, est un tissu conjonctif lisse constitué
de cellules immunitaires innées (macrophages, DC). Ce site immunologique a pour réle de
reconnaitre differents PAMPs et DAMPs en provenance de la lumiére intestinale et d’induire
soit une tolérance (contre les nutriments de I’alimentation ou les micro-organismes de la flore)
soit d’activer le systéme immunitaire (contre une bactérie pathogéne) [311]. Lorsque les
cellules immunitaires innées résidentes reconnaissent un PAMP ou DAMP par leur PRR, elles
migrent vers les ganglions lymphatiques mesentériques, afin d’activer I’immunité adaptive
[312]. La migration des LT vers I’intestin Se fait entre autres grace a 1’intégrine o4p7 et la

chimiokine CCR9 [313-315]. Une fois dans I’intestin, les LT vont induire une réponse immune
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menant a 1’¢limination du pathogéne, et les LB secrétent eux des immunoglobulines de type
IgA [316]. Puis le processus de résolution et de réparation tissulaire se met en place (comme

décrit plus haut).
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Figure 14 : Le processus physiologique d’inflammation _dans le cblon. (Gauche) durant
I’inflammation intestinale, les neutrophiles et les macrophages inflammatoires sont recrutés
initiant une réponse immunitaire. Ces cellules de I’immunité innée secrétent des cytokines dont
I’IL-12, ’1L-23 et I’IL-1B permettant d’activer les lymphocytes Th17 et Thl. (Droite) la phase
de résolution de I’inflammation est gouvernée par I’efferocytose des neutrophiles apoptotiques
provoquant la transformation des macrophages inflammatoires en macrophages pro-résolutifs.
Ces macrophages secretent de nombreux lipides pro-résolutifs (LXA4, SPM) ainsi que des
cytokines anti-inflammatoires (IL-10). De plus ces macrophages inhibent la prolifération de LT
Thlet Thl7. (Naetal, 2019)

ii. Généralités sur les MICI

Cette réponse immunitaire peut étre exacerbée et entrainer des maladies inflammatoires
chroniques au niveau de I’intestin (MICI). Ces MICI sont représentées par 2 formes majeures
qui sont la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC). Ces maladies sont
categorisées comme des maladies polygéniques avec 163 genes a risque répertoriés dont 28
sont partagés entre la RCH et la MC [317,318]. Les locus des chromosomes 1, 3, 6, 7, 12 et 16
ont été montrés corrélés a la pathologie. Mais la causalité est bien plus complexe avec bien
d’autres facteurs associés: la cigarette, I’appendicectomie, les antibiotiques et les

contraceptives oraux (Fig. 15) [319].
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Figure 15 : Les facteurs influencant les MICI. Le développement des MICI est dirigé par de
nombreux facteurs dont la génétique, le microbiote, la prise de médicaments, le sommeil,
I’alimentation, le stress, la cigarette, 1’appendicectomie et [D’activit¢é physique.
(Ananthakrishnan et al, 2015)

Cette pathologie se declare majoritairement entre 15 et 30 ans pour la MC et entre 30 et 40 ans
pour la RCH [320]. On dénombre environ 6,8 millions de cas en 2017 (contre 3,7 millions en
1990) dont 1,5 millions de cas aux USA et 2,2 millions de cas en Europe avec une prévalence
de 396/100 000 nouveaux cas par an [321-323]. Cette augmentation de prévalence et
d’incidence s’explique par ’urbanisation des pays en voie de développement, comme par
exemple au Japon pour lequel on observe une prévalence de la RCH passant de 18,1/100 000
en 1991 a 121,9/100 000 en 2005 [324-326]. En effet, la modernisation des zones rurales et la
migration dans les pays en voie de développement amenent de nouveaux facteurs

environnementaux dans ces pays augmentant les risques de développer une MICI [327]. Le
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changement de style de vie avec I’augmentation de consommation d’acide gras, de sucres, la
diminution de consommation de végétaux et de fruits, mais aussi les changements d’hygié¢nes
avec une exposition aux microbes diminuée et la prise d’antibiotiques augmentée contribue a

cette augmentation de prévalence dans les pays en voie de développement [328].

Les MICI sont caractérisées par une réponse exacerbée du systeme immunitaire contre le
microbiote. Elle peut étre due a une rupture de la barriere épithéliale créant une pénétration
bactérienne dans la LP, ou bien a un dysfonctionnement de la réponse immune. Les facteurs de
risques et épidémiologiques, bien que similaires, n’impactent pas le tractus digestif de la méme

facon entre la RCH et la MC. Nous allons maintenant décrire chaque pathologie.
iii.  La rectocolite hémorragique

1) Epidémiologie et facteurs de risques
La RCH est une MIC idiopathique qui affecte principalement le rectum ainsi que le cdlon chez
I’adulte entre 30 et 40 ans [323]. Elle est caractérisée par une inflammation de la muqueuse
avec des phases de rémissions puis de rechutes touchant principalement le rectum et pouvant
remonter jusqu’au colon. L’incidence de cette pathologie a augmenté ces derniéres années a
cause de notre mode de vie actuel. Les incidences les plus élevées sont répertoriées dans le nord
de I’Europe (24,3/100 000), au Canada (19,2/100 000), et en Australie (17,4/100 000)
[320,324]. Alors que, les prévalences les plus importantes se trouvent en Europe (505/100 000),
au Canada (248/100 000) et aux USA (214/100 000) [329]. L’un des facteurs de risques les plus
étudiés est la génétique. Environ 11 % des patients atteint de RCH montrent un historique de
MICI dans leur famille. De plus, de nombreux genes ont été associés a la RCH comme par
exemple le HNFA4 ou le CDH1 [330,331]. Mais la génétique n’explique que 7,5 % des causes
de laRCH. 1l existe donc d’autres facteurs tels que des facteurs environnementaux. La cigarette
est I’un des facteurs environnementaux les plus fortement associés a la RCH, mais contre-
intuitivement ce sont les ex fumeurs qui sont les plus sujets a déclencher une RCH alors que les
fumeurs actifs ont moins de risques d’en développer [332]. Un autre facteur semble jouer un
réle important, c’est la prise de médicament. En effet, les contraceptifs, les thérapies
hormonales ou encore les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) ont été associées a une
augmentation de risques [319,333,334]. En revanche, I’appendicectomie et I’allaitement

semblent eux conférer une protection contre la RCH [335-337]
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2) La physiopathologie

Il existe de nombreuses différences entre la RCH et la MC, notamment sur la physiologie de la
maladie. Les colonocytes, la muqueuse et 1’épithélium défectueux jouent un role majeur dans
la RCH. On retrouve une forte diminution de I’expression du facteur nucléaire PPARy et du
gene XBP1 dans les colonocytes des patients atteints de RCH [338,339]. Le facteur PPARY est
activé par le TLR4 apres fixation son ligand, le LPS [340]. Il a pour fonction de diminuer la
sécrétion d’IL1B, du TNFa ainsi que certaines chimiokines et les marqueurs d’adhésions
cellulaires, lui suggérant un role anti-inflammatoire. Sa sous-régulation induit donc une
augmentation des médiateurs de I’inflammation contribuant a I’inflammation chronique [341].
La déletion du gene XBP1 conduit elle, & une diminution du nombre de cellules caliciformes et
de Paneth induisant une réduction de la formation de muqueuse et par conséquent une
augmentation de la perméabilité cellulaire [339]. Pour finir, une dysbiose est observée chez ces
patients avec une diminution des bactéries commensales (Firmicutes) et une augmentation des
pathogénes opportunistes (y-protéobactéries et Entérobactéries) conduisant a une sur
stimulation de I’immunité mucosale [342]. Cependant, il n’est pas encore clair Si la dysbiose
est une cause ou une conséquence [343]. La RCH est caractérisée par une infiltration
prédominante de LT Th2, qui secrétent une grande quantité d’IL-5, d’IL-4 et d’IL-13 avec une
surexpression du géne GATA-3, qui collaborent pour I’élimination contre les helminthes
[344,345]. Une nouvelle classe de LT-CD4 a éte associee a la RCH, ce sont les Th9 [346,347].
Ces Th9 produisent de 1’TL-9 qui contribue au développement de la RCH. L’IL-9 est connue
pour inhiber la prolifération cellulaire et la réparation tissulaire et augmenter la concentration
en TNFa et chimiokines [348,349] (Fig.16). De plus cette cytokine est connue pour induire la
migration des LT Th2.
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Figure 16 : La physiopathologie de la rectocolite hémorragique. (Gauche) dans un organisme
sain la barriére intestinale est maintenue par du mucus et un tapis de cellules épithéliales créant
une barriere cellulaire. Des IgA et des facteurs antimicrobiens (Regllly) permettent de
séquestrer la flore microbienne du lumen pour la transloquer dans la lamina propria. Les DC
phagocytent I’antigeéne et sont ensuite drainés jusqu’au organe lymphoide secondaire afin de
présenter ’antigéne aux LT et LB. Les LT et LB migrent vers 1’intestin grace I’expression des
récepteurs CCR9 ou 04p7. La réaction immunitaire innée et adaptative se coordonnent pour
retrouver un état d’homéostasie. (Droite) la RCH est associée a des dommages dans la barriére
intestinale permettant a la flore microbienne de franchir 1’épithélium vers la lamina propria
créant une réaction immunitaire exacerbée. Les LT Th9 induisent I’apoptose des entérocytes et
inhibent la réparation de la muqueuse contribuant a maintenir la dégradation de la barriére
intestinale. L’IL-13, produite par les NK-T, contribue elle aussi a la dégradation de
I’épithélium. De plus, cette dégradation mucosale est associée a une dysbiose qui participe a
maintenir le cycle de I’inflammation. Des cibles thérapeutiques ont émergé aprés connaissance
de la physiopathologie de la RCH, notamment 1’utilisation d’anti-TNFa. (Ungaro et al, 2017)

Il existe 3 classes de sévérité de la RCH : 1) la proctite qui est une RCH légére et concerne 30-
60 % des patients, 2) la colite gauche (16-45 % des patients) et 3) la colite ulcérative extensive
(15-35 % des patients) qui touche tout le colon et est la RCH la plus sévére (Fig. 17) [350].
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Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients
Symptoms Symptoms Symptoms
Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,

fatigue, and fever

Figure 17 : Les différentes classes de sevérité de la RCH. Trois classes de RCH sont recensées.
(Gauche) la proctite qui est une RCH légére représentant environ 45% des patients, (milieu) la
colite gauche qui est une RCH modérée représentant 30% des patients, (droite) la colite
extensive qui est une RCH sévére représentant environ 25% des patients. (Ungaro et al, 2017)

Concernant les symptomes, les plus communs sont la présence de sang dans les selles, la
diarrhée ainsi que les maux de ventre et crampes abdominales. 15% des patients présentent une
forme sévére avec des symptomes quelque peu différents : incontinence, fatigue, évacuation de
mucus par les selles, fiévre et perte de poids. Le diagnostic de cette pathologie se fait par une
analyse des selles [351], une endoscopie pour étude macroscopique et biopsies muqueuses, ainsi
qu’une analyse de sang a la recherche de marqueurs de I’inflammation de type CRP et ESR

[333].
iv. Lamaladie de Crohn

1) Epidémiologie et facteurs de risques
La MC, a I’inverse peut toucher tout le tractus intestinal avec une inflammation transmurale qui
est associée a des sténoses, des fistules et des abces. De plus, ces patients ont un risque
augmenté de déclencher un psoriasis, un cancer colorectal ou encore une cholangite sclérosante
primitive ou une spondylarthrite ankylosante [278,352,353]. Elle touche des personnes entre 20
et 40 ans avec un pic plus faible entre 50 et 60 ans. Sa prévalence et son incidence sont plus
importantes dans les pays développés que dans les pays en développement, et dans les zones
urbaines que dans les zones rurales. L’incidence la plus élevée se trouve au Canada
(20,2/100 000), dans le nord de I’Europe (10,6/100 000), en Nouvelle- Zélande (16,5/100 000)

et en Australie (29,3/100 000). Alors que les prévalences les plus importantes sont en Europe
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(322/100 000), au Canada (319/100 000) et aux USA (214/100 000) [321,329]. Comme pour la
RCH, les facteurs génétiques, environnementaux et la flore microbienne jouent un réle majeur
[319,354]. 12 % des patients atteints de MC ont un historique familial de MICI [355]. La
population juive est associée a des forts risques de développer une MC (3 a 4 fois plus de
risques), alors que les afro-américains et les asiatiques sont associés a un risque plus faible
[356,357]. Parmi les 200 alléles répertoriés comme associés aux MICI, 37 sont spécifiques de
la MC. On peut compter les génes NOD2 et ATG16L1 ... [318,318,358]. Toutefois, la génétique
n’explique que 13 % du déclenchement de la maladie. D’autres facteurs sont donc impliqués,
comme les facteurs environnementaux. La cigarette, les antibiotiques, les AINS ou encore les
contraceptifs oraux augmentent le risque d’avoir la MC [332]. Notre mode d’alimentation
semble aussi jouer un réle, la réduction des fibres et 1’augmentation des gras saturés sont
associes a un risque augmenté de MC [359]. Comme pour la RCH, la dysbiose (diminution des
bactéries commensales (Firmicutes)- augmentation des y-protéobactéries et actinobactéries) est
associée au développement de la pathologie. 1/3 des patients montrent une augmentation de la
bactérie E.coli dans I’intestin, qui est connue pour envahir les cellules épithéliales puis se
répliquer dans les macrophages, provoquant une forte seécrétion de TNFa. A I’inverse, les
bactéries commensales qui ont un role anti-inflammatoire sont diminuées [360]. L’allaitement,
le contact avec les animaux, vivre dans une ferme sont identifiés pour avoir un réle protecteur
dans le déclenchement de la MC [336].

2) Physiopathologie
La MC est associée a une inflammation transmurale avec un défaut de perméabilité intestinale
et un défaut du systéme immunitaire innée et adaptatif [360,361]. Chez 40 % des patients, on
retrouve une mutation dans le géne NOD2, qui code pour le PRR NOD2 responsable de la
reconnaissance de peptidoglycanes bactériens [362,363]. Il est exprimé par les cellules de
Paneth et les monocytes [364,365] et sa mutation induit un défaut de reconnaissance
microbienne [366], un déefaut de fonction des cellules de Paneth et de la production de peptides
anti-microbiens [367], ainsi qu’un défaut de la mort bactérienne et de la fonction du systéme
immunitaire innée [368,369]. De plus, un échec du processus d’autophagie est observé chez ces
patients. L’autophagie est une dégradation lysosomale permettant 1’élimination du pathogene
tout en induisant la survie cellulaire, la différentiation et ’homéostasie [370]. Ce défaut
s’explique par la mutation des génes ATG16L1, IRGM ou LRRK2 [371,372] et conduit a la
persistance du signal de danger dans le colon des patients atteints de MC, créant une réaction

immunitaire exacerbée. En paralléle, et a I’inverse de la RCH, la MC est associée a un profil
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Thl et Th17 avec un défaut d’activité des Treg (Fig. 18) [373-375]. La présence de LT Th1l est
induite par la sécrétion de cytokines IL-12 et IFNy. Cette sous-population cellulaire exprime le
facteur de transcription T-bet et sécréte de forte quantité d’IFNy qui est un puissant activateur
d’inflammation et de mort intracellulaire induite par les macrophages. Le role des LT Thl7 a
été décrit bien plus tard [376]. Ces cellules sont générées par la présence d’IL-6 et de TGF et
elles sécretent de I'1L-17, 1L-22, 1L-23 et induisent le recrutement des neutrophiles [277,377].
L’IL-23 a aussi été retrouvée fortement augmentée chez ces patients et s’avére primordiale pour
I’induction de la maladie [358,378,379]. Son réle est de maintenir la survie et la prolifération
des LT Thl7 et d’une nouvelle classe, les ILC (Innate Lymphoid Cells) [380,381]. Le défaut
d’activité de Treg s’explique par le fait que I’induction de Th17 inhibe I’expression de Foxp3,

le facteur de transcription des Treg [382].
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Figure 18 : La physiopathologie de la maladie de Crohn. (Gauche) dans un organisme sain la
barriére intestinale est maintenue par du mucus et un tapis de cellules épithéliales créant une
barriere cellulaire. Des IgA et des facteurs antimicrobiens (Regllly) permettent de séquestrer la
flore microbienne du lumen pour la transloguer dans la lamina propria. Les DC phagocytent
I’antigéne et sont ensuite drainés jusqu’au organe lymphoide secondaire afin de présenter
I’antigéne aux LT et LB. Les LT et LB migrent vers I’intestin grace 1’expression des récepteurs
CCR9 ou 04p7. La réaction immunitaire innée et adaptative se coordonnent pour retrouver un
état d’homéostasie. Durant la MC, une bréche dans la barriére intestinale apparait permettant le
passage de la flore microbienne du lumen vers la lamina propria. Stimulant la réponse
immunitaire médiée par les macrophages et les DC. Les Treg sont alors dépassés et n’arrivent
pas a contrdler la prolifération des LT Thl et Th17. En paralléle, les ILC induisent la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoire maintenant 1’inflammation. Une dysbiose est observee
perpétuant elle aussi I’inflammation. Les connaissances de la physiopathologie de la MC ont
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permis de mettre en place de nouvelles thérapies dont les anti-TNFoa, anti-IL6 et anti-IL1.
(Torres et al, 2016)

Les symptdmes cliniques de la MC dépendent de la localisation, de la sévérité et du
comportement de la maladie. Les principaux symptdmes sont des crampes abdominales, une
diarrhée sanglante, une perte de poids et une fatigue intense. Les complications liées a la MC
sont la sténose, les abceés et les fistules. De plus, un risque accru de cancer colorectal est retrouvé
chez ces patients. Pour le diagnostic, une endoscopie est obligatoire avec une analyse des
biomarqueurs sanguin (CRP, IgA anti-Saccharomyces) et des marqueurs de 1’inflammation
dans les selles (calprotectine) [351,360,383].

v. Les facteurs immunologiques

La réponse immunitaire dans ces pathologies joue un réle primordial. Le paradigme actuel
montre que la réponse Th2 et Th9 est associée a la RCH et qu’une réponse Thl et Th17 est
associee a la MC. Cependant, de récents travaux démontrent que les neutrophiles, les
macrophages ainsi que certains SPM jouent un role tout aussi important dans ces MICI. En
effet, il a été observé, dans les premiéres phases de la pathologie, un retard de recrutement des
neutrophiles chez les patients atteints de MC [384,385]. Ce retard de recrutement semble étre
da a une sécrétion diminuée d’IL-8 par les macrophages [386], ce qui conduit a un retard dans
I’élimination du pathogéne et crée une réaction immunitaire exacerbée dans 1’intestin [75]. Ce
retard de recrutement n’est que temporaire, puisque 1’analyse histologique des patients atteints
de MC montre une accumulation de neutrophiles dans leur colon [387]. Cette accumulation est
provoquée par un échec d’apoptose des neutrophiles et contribue au développement de la
pathologie par une sécrétion excessive de ROS et de MPO qui conduisent a la dégradation
tissulaire de I’intestin [280,281]. L’échec d’apoptose des neutrophiles s’explique par la
presence accrue d’1L-8 et une diminution de I’expression de la pro-caspase 3 [280]. En parallele
une accumulation de macrophages pro-inflammatoires est décrite chez ces patients. Ces
macrophages sécretent de fortes quantités d’IL-23, d’IFNy, de TNFo et de G-CSF [388,389].
Ceci induit la prolifération des LT Th17 et conduit & maintenir un contexte inflammatoire alors
que le G-CSF donne un signal de survie aux neutrophiles qui explique aussi leur retard
d’apoptose. De plus, les neutrophiles apoptotiques libérent certains SPM, dont I’AnxA1 qui
induit normalement le basculement des macrophages pro-inflammatoires vers des macrophages
pro-résolutifs. Une diminution de ce SPM est retrouvée chez les patients atteints de MC [390],

ce qui démontre indirectement que 1’échec d’apoptose des neutrophiles conduit au maintien du
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phénotype pro-inflammatoire des macrophages. De plus, les patients atteints de RCH, montrent
une diminution du taux de LXA4 et de I’enzyme LO-15 qui conduit & un échec de résolution
de I’inflammation et contribuent a une inflammation chronique [139,390]. Les neutrophiles
ainsi que les macrophages contribuent donc tout autant au développement des MICI que les LT.
L’échec de résolution de I’inflammation chez ces patients est bien présent et de nouvelles cibles
thérapeutiques doivent étre considérées. En effet, les traitement actuels visent les mécanismes
d’initiation de I’inflammation dans le but de prévenir I’inflammation, mais étant donné le défaut
de résolution chez ces patients, de nouvelles stratégies pourraient permettre d’activer la

résolution de I’inflammation et résoudre cette inflammation chronique [391] (Fig. 19).
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Figure 19 : Les macrophages et les neutrophiles impligués dans les MICI. (Gauche)

homéostasie intestinale est régis par la présence de macrophages anti-inflammatoires M2
sécrétant des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-B). Ces cytokines influencent le
profil des neutrophiles et permettent d’induire leur apoptose ainsi que la prolifération de
I’épithélium. Les neutrophiles apoptotiques sont ensuite éliminés par efferocytose conduisant
au nettoyage tissulaire. (Droite) lors de MICI des dommages dans la barriére intestinale sont
observés menant a I’entrée de microorganisme dans la lamina propria. De plus, les macrophages
présentent un profil pro-inflammatoire et sécrétent de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires (IL-8, CXCL1, MIP-2) provoquant le recrutement de neutrophiles. Ces
neutrophiles liberent des facteurs anti-microbiens (ROS, MPO) qui détruisent la barriere
intestinale. L’accumulation de neutrophiles dans le tissu s’explique par un défaut d’apoptose
de ces cellules. (Prame Kumar et al, 2018)
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d) Les traitements actuels

D’une fagon générale les traitements visent a prévenir les rechutes, améliorer la guérison ainsi
que la cicatrisation des muqueuses et éviter les complications liées au MICI. Les traitements
sont utilisés de fagon graduelle en fonction de la sévérité de la pathologie (Fig. 20).

Soutien nutritionnel

Probiotiques

Thérapie
biologique

Approche
descendante

Approche
progressive

Immunosuppresseur

Steroides

Antibiotiques

Figure 20 : Pyramides de traitements dans les MICI. Les traitements actuels utilisés dans les
MICI sont graduels en fonction de la sévérité de la pathologie. Les MICI 1égéres sont traitées
avec des antibiotiques ou du 5-ASA, puis 1’on retrouve les stéroides, les immunosuppresseurs
pour des MICI modérées et les thérapies biologiques pour les MICI séveres. L’échec de ces
traitements conduit a la résection chirurgicale. (Adaptée de IBD clinic)

Si les patients ne répondent pas a la premiére ligne de traitement, qui sont les amino-
salicyliques, les corticostéroides, les antibiotiques et les immunomodulateurs, alors les anti-
TNFa sont utilisés ainsi que des agents ciblant les intégrines (nécessaire a la migration des LT
dans I’intestin). Malheureusement, en cas de non-réponse a ces traitements, les patients se
retrouvent dans une impasse thérapeutique car il n’existe, pour le moment, aucun autre
traitement. La solution finale, reste la chirurgie. Celle-ci apporte de nombreux inconvénients

dans la vie des patients, et n’exclut pas une rechute chez ces patients.
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I Les anti-inflammatoires et les immunomodulateurs

Les traitements les plus utilisés sont les amino-salicyliques qui regroupent le sulfasalazine et le
5-aminosalicylic (5-ASA) [392,393]. lls ont un rdle anti-inflammatoire et réduisent la rechute
des patients. Cependant 30 % des patients montrent des effets secondaires (nausee,
vomissement, diarrhée, fievre, pancréatite, néphrite, hépatite) [394-396]. En deuxiéme lieu, on
retrouve les corticostéroides, ils sont les plus utilisés lors d’épisodes aigus de la maladie. Le
plus courant est la prednisone utilisée chez les patients RCH, elle a un effet anti-inflammatoire
et immunosuppresseur sur le chimiotactisme et la sécrétion de cytokines de 1’inflammation
[397]. La aussi des effets secondaires a court terme sont bien connus (rétention d’eau/cedéme,
prise de poids) et a long terme (ostéoporose, cataracte, myopathie, diabéte). Face a une
pathologie d’expression plus sévere, ’utilisation d’immunosuppresseurs est indiquée. Les plus
courants sont 1’azathioprine (AZA) ou le 6-mercaptopurine [398-400]. En inhibant la
prolifération des LT et des NK, ils provoquent un effet immunosuppresseur et anti-
inflammatoire. 1ls présentent eux aussi des effets secondaires mais en général bien controlés
[396].

il. Les anti-TNF

L’utilisation des anti-TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha) est considérée depuis ces derniéres
année comme le traitement de référence. Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire qui joue
un réle important dans la RCH mais aussi dans la MC, et la réduction de son niveau tend a
diminuer la réponse inflammatoire pathogénique [401-404]. lls sont utilisés pour des patients
atteints de MICI modérée a sévere. Parmi ces anti-TNFa, on retrouve des anticorps complets,
I’Infliximab, Adalimumab et le Golimumab, ou bien des molécules de fusion comme pour
1I’Etanercept (fragment Fc de 1’anticorps) et le Certolizumab (fragment Fab de 1’anticorps). Les
anticorps complets se lient au TNFa de fagon bivalente afin de former un complexe « anticorps-
antigene » et induisent différents mécanismes : neutralisation du TNF, cytotoxicité des cellules
liant le TNF ou exprimant le TNF Récepteur, activation des voies de I’apoptose et inhibition
des voies de synthese de cytokines pro-inflammatoires [405-407]. Alors que I’Etanercept,
constitué d’un fragment Fc et d’un domaine de liaison au TNFR [408], permet I’inhibition de
’action du TNF sur son récepteur. Le Certolizumab est lui constitué d’un fragment Fab et il se
lit de fagon monovalente au TNF [409]. De nombreuses études ont démontré une efficacité de
ce traitement avec 60 % des patients RCH et 50 % des patients MC présentant une diminution
de I’inflammation avec des effets cliniques tres positifs, une amélioration histologique sur

I’infiltration du c6lon, ainsi qu’une diminution des fistules [403]. Cependant, plus de 30 % des

67| Page



patients ne répondent pas a ce traitement ciblant le TNFa. De plus 50 % des répondeurs initiaux
perdent leur réponse dans les 3-5 ans apres le début du traitement [410]. Ce sont donc 50 % de
patients qui se retrouvent dans une impasse thérapeutique, pour lesquels de nouvelles stratégies

doivent étre mises en place.
ii.  Les anti-intégrines

Afin de contrer ses impasses thérapeutiques médiée par 1’échec et la résistance aux anti-TNFa
de nouvelles stratégies sont élaborées. La migration des LT des OLS vers I’intestin se fait par
I’expression d’intégrines. On retrouve les a4p1, a4B7 ou aEB7. Afin de contrer cette migration
des LT vers I’intestin, qui est & I’origine de la persistance de I’inflammation, plusieurs anticorps
ont été mis au point et commercialisés. Parmi eux, le Natalizumab, un anticorps anti-o4, qui
bloque les intégrines a4P1 et a4p7. 1l s’agit du premier anticorps a avoir démontré des effets
bénéfiques contre les MICI avec un maintien de la rémission [411]. Cependant il est associé a
un risque accru de leucoencéphalite multiple par son inhibition de la migration, par 041, vers
le systéme nerveux central [411]. Le Vedolizumab introduit secondairement sur le marche, est
un anti-a4p7 spécifique de la migration des LT dans le systeme gastro-intestinal [412]. Il
empéche la liaison de cette intégrine a son récepteur MadCAM-1 exprimé par les cellules
endothéliales, provoquant I’inhibition de la migration des LT vers I’intestin. Cependant il
n’inhibe pas la migration vers d’autres organes comme le fait le Natalizumab. 1l est utilisé dans
le traitement de la RCH et de la MC modérée a sévére en deuxiéme ligne aprés un échec aux
anti-TNFa et est en passe de devenir la premiére ligne au vu des derniers résultats cliniques
observés trés encourageants. Il démontre une rémission chez 30 a 40 % des patients qui n’ont
pas repondu aux anti-TNF avec 90 % de rémission 152 semaines aprés le traitement [413,414].
Une étude a notamment été faite afin de comparer I’effet thérapeutique du Védolizumab et des
anti-TNF a 52 semaines. Cette étude démontre que le Védolizumab diminue les risques
d’infections et maintient la rémission clinique et 1’amélioration endoscopique de fagon
significative par rapport a I’Adalimumab & 52 semaines [415]. Le dernier traitement en date est
I’Etrolizumab, qui est un anticorps anti-p7 [416]. Il cible donc les intégrines a4p7 et aER7 et
les études pré-cliniques montrent qu’il inhibe la migration des LT dans I’intestin sans inhiber

la migration vers les autres muqueuses [417]. 1l est actuellement en phase clinique I11.

iv.  Problématiques
Les thérapies anti-TNFa (Adalimumab, Infliximab, Certolizumab, Golimumab, Etanercept) ont
une efficacité comparable en induisant et en maintenant la rémission, spécialement chez les

patients ayant une pathologie avancée, sévere et qui sont réfractaires aux traitements
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conventionnels utilisant les corticostéroides ou les immunomodulateurs [406]. En effet, un an
de rémission clinique a éte observée sous anti-TNFa chez 35 % des patients atteins de RCH et
33 % chez les patients ayant la MC. Néanmoins, des données ont montré que leur utilisation
n’est pas efficace chez 1/3 des patients en premiere ligne de traitement, et la moitié des
répondeurs montrent une perte de réponse dans les 5 ans (résistance secondaire). De
nombreuses hypothéses ont été formulées afin d’expliquer ces échecs. Concernant la résistance
secondaire, le manque de réponse peut étre d0 a une dose insuffisante, a la présence d’ADA
(anticorps anti-médicaments), ou a la présence trop predominante de structures fibrillaires
[10,403]. Pour la résistance primaire, I’hypothése la plus discutée concerne I’implication de
mécanismes indépendants de la voie de signalisation au TNFa pouvant controler
I’inflammation. De nombreuses études ont été entreprises chez les patients ayant une RCH ou
une MC afin de déterminer la différence en terme génétique entre les patients répondeurs et les
non-répondeurs aux anti-TNF. Parmi ces études 1’'une d’entre elle a mis en évidence une
surexpression du récepteur a I’'IL-7 chez les patients qui ne répondent pas aux anti-TNF. Cette
cytokine controle 1’expression de I’intégrine a4p7 permettant la migration des LT dans le colon
[418]. Le blocage de ce récepteur réduit la migration des LT dans le colon et diminue la sévérité
de la pathologie. D’autres travaux ont mis en avant 5 genes impliqués dans la résistance aux
anti-TNF, dont I’IL-13Ra2 et I’'IL-11 [419]. Cela sous-entend fortement qu’il y a des voies
dépendantes du TNF et indépendantes du TNF dans les MICI et qui peuvent étre ciblées afin

de répondre a la problématique actuelle de la résistance primaire et secondaire [410].
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OBJECTIFS

L’objectif de ma thése a été d’évaluer et de caractériser 1’activation de la voie ChemR23 par un
anticorps agoniste. ChemR23 est un GPCR connu pour activer les voies de la résolution de
I’inflammation lorsqu’il lie son ligand la Résolvine E1 (RvE1). La résolution de I’inflammation
est un mécanisme actif permettant de résoudre 1’inflammation aigué. Désormais, plusieurs
médiateurs lipidiques de la résolution de I’inflammation ont été décrits par C.Serhan et son
équipe, ce qui a permis de mettre en évidence 4 familles de médiateurs lipidiques de la
résolution de I’inflammation (SPM) : les lipoxines, les résolvines, les protectines et la marésine.
Ces molécules sont connues pour 1) diminuer D’infiltration leucocytaire, 2) enclencher
I’apoptose des neutrophiles et 3) induire la clairance par le mécanisme d’efferocytose médiée
par les macrophages. Ce concept de résolution de I’inflammation permet donc, par
I’intermédiaire de ces 3 mécanismes, de résoudre I’inflammation, mais lorsque ce mécanisme
est en échec cela conduit rapidement a une inflammation chronique non controlée. En effet,
plusieurs maladies inflammatoires chroniques (MIC) ont démontré des défauts de résolution
avec notamment I’accumulation de neutrophiles sur le site inflammatoire, un retard de clairance
par les macrophages ou bien une diminution de quantité de certains SPM. L’utilisation de ces
SPM dans des modéles d’inflammation aigué démontre qu’ils accélérent la phase de résolution
de I’inflammation justifiant leur pouvoir pro-résolutif. La RVE1l a notamment démontré son
effet anti-inflammatoire et pro-résolutif dans de nombreux modéles in vivo dont les colites
induites, la parodontite et les inflammations pulmonaires. En effet, la Résolvine E1 est connue
pour diminuer la migration leucocytaire, augmenter 1’apoptose des neutrophiles et induire
I’efferocytose par les macrophages. Toutefois, sa pharmacocinétique et sa stabilité ne sont pas
idéale compte tenu de sa structure lipidique. Nous avons donc évalué 1’action d’un anticorps
anti-ChemR23 agoniste pour activer la résolution de I’inflammation dans des modéles
similaires a ceux de la RvE1, mais avec 1’objectif d’augmenter les effets de 1’activation de
ChemR23 ainsi que la pharmacocinétique facilitant le traitement des patients. Nous avons
étudié son efficacité préclinique dans des modéles de colites aigué et chronique, ce qui n’avait
encore jamais été évalué auparavant. L’utilisation d’un anticorps apporte de nombreux
avantages en comparaison a la RvE1 qui est un lipide. Ceci pourrait donc permettre de faciliter

le traitement des patients et améliorer leur quotidien.
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J’aborderai maintenant le développement de ’anticorps anti-ChemR23 effectué par mon
laboratoire, OSE Immunotherapeutics, afin de comprendre comment nous avons identifié les
propriétés d’un anticorps ciblant la résolution de I’inflammation et la sélection d’un candidat

final pour I’étude pré-clinique puis clinique.
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Développement d’un anticorps anti-ChemR23 par la
societe OSE Immunotherapeutics

Pour étudier le r6le de ChemR23, nous avons d’abord recensé tous les anticorps anti-ChemR23
commerciaux disponibles et évalué leur activité in vitro sur des macrophages et cellules dendritiques.
Ce role a été étudié dans un protocole décrit dans la littérature ou il est possible de mesurer 1’activité
agoniste du récepteur ChemR23 telle que la Résolvine E1 I’induit [184]. Nous avons mis en évidence
qu’un seul anticorps anti-ChemR23, nommé aChemR23 ci-dessous, induisait des effets pro-résolutif en
augmentant la sécrétion d’IL-10 et de CCL17 par les macrophages de type M2 et en diminuant la
sécrétion d’IL-12p40 par les DC (Fig.21).
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Figure 21 : Action des anticorps anti-ChemR23 commerciaux. (Gauche) graphique
représentant la sécrétion d’IL-10 par les macrophages M2 (IL-4) humains traitées avec
différentes molécules durant la polarisation (n=3). (Milieu) graphique représentant la sécrétion
de CCL17 par les macrophages M2 (IL-4) humains apres stimulation par différentes molécules
durant la polarisation (n=3). (Droite) graphique représentant la sécrétion d’I1L-12p40 par les DC
humaines maturées au LPS et stimulées avec différentes molécules durant la maturation (n=3).
Iso ctrl : isotype contrdle mlgG1 ; aChemR23 : anticorps commercial anti-ChemR23 de souris,
C-7 ; chémerine : protéine se liant a ChemR23 ; peptide C15 et C9 : dérivés de la chémérine ;
clone 1, 2 et 3 : anticorps commerciaux anti-ChemR23.

Nous avons identifié que les peptides d’immunisation utilisés pour générer ces différents
anticorps ne sont pas les mémes. En effet, le peptide d’immunisation pour le clone 1, 2 et 3
comprend la région de la boucle 1 du récepteur alors que le peptide d’immunisation de notre
anticorps anti-ChemR23 est celui de la boucle 3. Ceci explique probablement les différences
d’activité des anticorps entre eux, mettant en avant la complexité de générer des anticorps anti-
GPCR.

Nous avons, par la suite, séquencé par spectrométrie de masse la séquence de cet anticorps anti-

ChemR23. Cette technique d’analyse ne permettant pas de différencier les leucines des
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isoleucines que nous avons identifiés au nombre de 2 dans la séquence, nous avons généré 4
variants chimériques se différenciant par ces 2 motifs sur les CDR3 : Leu/Leu (1G1), Leu/lso
(2G1), Iso/Leu (3G1) et Iso/Iso (4G1) fusionnés avec la chaine IgG1 humain.

Afin de sélectionner un de ces anticorps chimérique, nous avons étudié leur productivité, leur

affinité et avidité de liaison, ainsi que leur efficacité in vitro.

Peu de différences ont été observées concernant la productivité et 1’affinité de liaison de ces 4
variants chimériques. L’étude in vitro a donc été le critére discriminant. En effet, nous avons
¢valué I’action de ces variants sur la maturation des cellules dendritiques et la polarisation des
macrophages dans le but de s’assurer de la conservation des propriétés résolutives
précédemment identifiées avec 1’anticorps originel. Nous avons mis en avant que tous les
variants chimériques, comparés a I’anticorps commercial, le C-7, diminuent 1I’expression des
marqueurs d’activation CD80, CD86, CD40 et le CMH de classe Il (I/AP) sur des DC de souris
(Fig.22).
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Figure 22 : Etude de efficacité in vitro de variants chimériques anti-ChemR23 sur des DC
de souris. Graphique représentant le phénotype des DC de souris maturées au LPS et traitées
avec différents anticorps durant la maturation (n=3). L’expression des marqueurs CD80, CD86,
CD40 et CMHII (1Ab) ont été étudiés. hlgGL1 : isotype contréle ; C-7 : anticorps anti-ChemR23
de souris commercial, 1G1, 2G1, 3G1, 4GL1 : variants chimérique issue de 1’anticorps C-7.

De plus, ’é¢tude sur des macrophages humain a mis en évidence que selon 1’anticorps
chimérique testé, la diminution de la sécrétion d’IL12p40 par les macrophages M1 et du
marqueur CCR7 par les macrophages M2 pouvait étre différente, et nous 1’avons observé plus
forte pour les variants 1G1 et 2G1 (Fig.23).
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Figure 23 : Etude de efficacité in vitro des variants chimériques anti-ChemR23 sur des
macrophages humains. Graphiques représentant (gauche) la sécrétion d’IL-12p40 par les
macrophages M1 humains traitées avec différents anticorps durant la polarisation (n=3) et
(droite) ’expression du marqueur CCR7 par les macrophages M2 humain apreés stimulation par
différents anticorps pendant la polarisation (n=1). hlgG1 : isotype contrdle ; C-7 : anticorps
anti-ChemR23 de souris commercial, 1G1, 2G1, 3G1, 4G1: anticorps anti-ChemR23
chimérique issue de I’anticorps C-7.

La viabilité des cellules (donnée non montrée) a aussi été un parametre discriminant ou I’on a
observé que les anticorps 3G1 et 4G1 induisaient une toxicité et une mortalité importante des
cellules les rendant inutilisable pour la suite de I’étude.

Ainsi, toutes ces données nous ont permis de sélectionner 1’anticorps chimérique 2G1 portant

les motifs Leu/lso.

Récemment, I’humanisation du 2G1 a été réalisée. Cette humanisation a été effectuée par une
méthode in silico appelée « CDR grafting ». La chaine lourde du 2G1 a été greffée sur 3 lignées
germinatives humaines et la chaine légére a été greffée sur 3 autres lignées germinatives
humaines permettant ainsi de générer 9 anticorps. Seulement une des 3 chaines lourdes et une
des 3 chaines légeres a permis la production d’un anticorps, nommée HALA, faisant une

premiére sélection.

Cet anticorps HALA, se liant toujours a ChemR23 (donnée non montrée), a subi de nouveau
quelques mutations dans le CDR3 des chaines lourde et légére afin d’augmenter son
humanisation et de reduire les risques de glycosylation ou de déamination. Trois vagues
d’humanisation ont ainsi été faites. La productivité ainsi que 1’affinité de ces anticorps
humanisés ont été étudiées a chaque vague d’humanisation et nous avons mis en évidence que
la deuxiéme vague d’humanisation a permis d’augmenter la liaison des anticorps au peptide de
ChemR23 reconnu par I’anticorps (Fig.24). En effet, les DE50 (dose efficace 50) des anticorps
2G1 WT et de I’anticorps HALA sont plus élevées que celles des anticorps HCLC, HDLC et
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HDLD signifiant que I’humanisation de notre anticorps améliore 1’affinité de celui-ci pour son

peptide.

Binding C7Biot (ancien lot) 50ug/ml 261wt

14 4 HALA
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Figure 24 : Etude d’affinité de liaison des anticorps anti-ChemR23 en cours d’humanisation.
(Gauche) ELISA de liaison des anticorps anti-ChemR23 en cours humanisation au peptide
d’immunisation. La liaison des anticorps a été évalué par une dose réponse de 100 ng/mL a 10
pg/mL. (Droite) tableau représentant les ED50 (Dose efficace 50) de chaque anticorps.
2G1WT : anticorps anti-ChemR23 chimérique ; HALA, HCLC, HCLD, HDLC, HDLD:
anticorps anti-ChemR23 en cours d’humanisation.

La troisieme vague d’humanisé, permettant de diminuer I’immunogénicité de 1’anticorps nous
a permis, une nouvelle fois, d’améliorer cette affinité de liaison avec I’anticorps HEF-LDT52S
(Fig.25).
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Figure 25 : Etude de affinité de liaison des anticorps de la troisiéme vague d’humanisation.
ELISA de liaison des anticorps anti-ChemR23 en cours d’humanisation au peptide
d’immunisation. La liaison des anticorps a été évalué en dose-réponse de 10 ng/mL a 1 pg/mL.
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2GA Evitria : anticorps anti-ChemR23 chimérique produit chez évitria ; 2G1WT : anticorps
anti-ChemR23 chimérique produit chez OSE Immunotherapeutics ; HALA, HDLD, HD-
LDT52S, HEF-LDT52S, HEF-LEF : anticorps anti-ChemR23 en cours d’humanisation.

En parallele de 1’étude d’affinité des anticorps, nous avons évalué dans un test biologique si
I’humanisation de I’anticorps pouvait avoir un impact sur sa fonction agoniste. Il a été décrit
que la RVEL était capable d’induire I’apoptose des neutrophiles via son récepteur ChemR23.
Nous avons donc etudié I’effet de notre anticorps originel anti-ChemR23 murin sur I’induction
de I’apoptose des PMN. Par ce test, nous avons mis en avant qu’un anticorps anti-ChemR23
permettait d’induire 1’apoptose des neutrophiles et in fine leur mort, de fagon comparable a la
RVEL. Nous avons donc utilisé ce test biologique afin d’évaluer I’activité agoniste des futurs
variants d’humanisation. Cela nous a permis de mettre en évidence que les différentes vagues
d’humanisations n’empéchent pas 1’action biologique des anticorps agoniste anti-ChemR23
avec au contraire une activité renforcée pour certains variants ou 1’on a observé plus de mortalité

que I’anticorps initial, le 2G1 (Fig.26).
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Figure 26 : Etude de efficacité in vitro des anticorps humanisés sur l’induction de mortalité
des neutrophiles. Graphique représentant le pourcentage de neutrophiles mort apres 24h de
traitement avec un isotype contréle (hlgG1) ou un anticorps anti-ChemR23 (2G1, HALA,
HCLC, HCLD, HDLC, HDLD, HEF-LDT52S). Ce pourcentage de mortalité a été évalué par
microscopie a I’aide d’une sonde Live and Dead.

Le candidat sélectionné a la suite de I’humanisation a été le HEF-LDT52S car il fait partie des

anticorps les plus humanisés avec une forte affinité pour son récepteur, une bonne productivité,
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une activité biologique améliorée par rapport a I’anticorps initial et enfin une immunogénicité

diminuer le protégeant d’une réponse immunitaire lors du traitement.

Nous allons donc maintenant décrire les résultats que nous avons obtenus a la suite de 1’étude

d’efficacité de notre anticorps anti-ChemR23. Ces résultats font I’objet d’un papier en cours de

soumission.
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Abstract

Resolution of inflammation is elicited by pro-resolving lipids such as resolvin E1, which
activate GPCRs to induce neutrophil apoptosis, reduce neutrophil tissue recruitment, and
promote macrophage efferocytosis. We conducted transcriptional analyses in up to 300 patients
with Inflammatory Bowel Disease (IBD) to identify potential therapeutic targets mediating
chronic inflammation. We found that ChemR23, a GPCR targeted by resolvin E1, is over-
expressed in inflamed colon tissues of severe IBD patients unresponsive to anti-TNFa or anti-
a4p7 therapies. Moreover, treatment resistance was also characterized by significant mucosal
neutrophil accumulation, consistent with previous reports showing that chronic inflammation
is associated with abnormal efferocytosis of apoptotic neutrophils. ChemR23 was mainly
expressed in resident tissue macrophages and neutrophils under inflammatory conditions.
Finally, we have identified an anti-ChemR23 agonist antibody that induces receptor signaling,
promotes macrophage efferocytosis and neutrophil apoptosis at the site of inflammation, but
not at the periphery. ChemR23 agonist mAb accelerated inflammation resolution in acute
preclinical models and triggered efficient resolution in ongoing chronic colitis models, with a
significant decrease in leukocyte infiltrates, tissue lesions, fibrosis and inflammation-driven
tumors. Our findings suggest that failure of current IBD therapies may be associated with
neutrophil infiltration and that ChemR23 is a promising therapeutic target for chronic
inflammation. Thus, we uncover a novel treatment strategy for inflammatory disease using

mADs as pharmacological agonists of inflammation resolution.

Key words: ChemR23, Resolvin, Inflammation Resolution, Inflammatory Bowel Disease,
Neutrophils
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Introduction

Inflammatory Bowel Disease (IBD) such as ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD)
are chronic relapsing gastrointestinal disorders characterized by chronic intestinal
inflammation, dysregulated immune responses to intestinal microbiota, and dysfunction of the
epithelial barrier [1,2]. Although IBDs are associated with marked morbidity and have a major
impact on quality of life and ability to work, their incidence and prevalence keeps increasing
worldwide [3, 4]. Current conventional treatments aim to prevent inflammation by gradual
administration of anti-inflammatory agents, steroids, immunosuppressive drugs or biological
agents targeting TNF cytokines or gut-specific a4B7integrin, particularly for refractory and
severe forms of IBD [5, 6]. However, these therapies do not induce remission in over half of
the patients, and relapse also occurs over time in primary responders [7], with fibrotic
complications developing in a significant number of patients [8]. Thus, research efforts should
be invested in identifying novel mechanisms and signaling networks implicated in, not only
dampening or preventing inflammation, but also in turning off the chronicity of inflammation

and promoting tissue homeostasis.

Inflammation resolution is an active process governed in part by endogenous mediators,
including members of the superfamily of specialized pro-resolving mediators (SPMs), which
promote clearance of inflammatory infiltrates, restoration of tissue integrity, and ultimately the
return to normal function [9-12]. Failed resolution occurs when excessive or unresolved
protective acute inflammation response progresses to chronic inflammation, which is a
universal feature in many organ-specific diseases [13]. SPMs are lipids biosynthesized from
omega-6 and omega-3 polyunsaturated fatty acids that act as resolution agonists by targeting
distinct G protein coupled receptors (GPCR) expressed by immune cells, in particular

phagocytes [14-17]. SPMs have been shown to stop neutrophil transmigration and trigger their
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apoptosis, and to promote non-phlogistic phagocytosis of cellular debris (efferocytosis),
including apoptotic neutrophils [18, 19]. These functions are critical for inflammation
resolution, as neutrophils recruited in excess or unable to exit the site of inflammation can cause
unintended collateral tissue damage, which amplifies ongoing inflammation [20, 21]. In IBD,
delayed neutrophil apoptosis and neutrophil-mediated damage are associated with the
development of UC and CD [22, 23]. Moreover, recruitment of activated neutrophils correlates
with disease severity in CD [24], whereas complete resolution of mucosal neutrophils improves
long-term clinical outcome in UC [25]. SPM production is reduced in the colonic mucosa of
UC patients [26] and, conversely, increased expression of SPMs in UC colon tissue is associated
with remission and mucosa homeostasis [27, 28]. Notably, it has been shown that exogenous
treatment with resolvin E1 (RVEL) accelerates the resolution of colon inflammation in acute,
spontaneously resolutive colitis mice models [29-31]. RVE1 triggers ERK and Akt signaling
via activation of ChemR23 GPCRs (CMKLR1 gene) expressed by myeloid cells such as
macrophages, dendritic cell (DC), neutrophils and NK cells [32-34]. The RvE1/ChemR23 axis
has been reported to decrease inflammatory TNF-a and IL-12 secretion by DC[30,34], reduce
neutrophil transmigration[35], increase reactive oxygen species (ROS) generation by
neutrophils [36], stimulate efferocytosis[37] and promote M1 to M2 macrophage conversion

[32].

Despite increasing evidence that chronic inflammation in humans is associated with a
deficit of SPMs, current treatments based on pro-resolutive drug delivery are limited to
experimental validation in spontaneously resolutive acute inflammation murine models, due to
the restricted bioavailability and rapid clearance of SPMs. Thus, whether this novel therapeutic
approach can promote efficient resolution in non-spontaneously resolutive chronic
inflammation remains unclear. Here, we report that ChemR23 receptor over-expression in the

IBD colon mucosa is associated with neutrophil infiltration and unresponsiveness to anti-
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TNF/04p7 therapies. Moreover, activating pro-resolutive ChemR23 signaling with an agonistic
monoclonal antibody (mAb) efficiently accelerates resolution in acute colitis models and
triggers resolution of ongoing chronic colitis in unresolved preclinical models, thereby

preventing fibrosis and limiting the development of inflammation-driven colorectal tumors.
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Results

Increased mucosal neutrophil infiltrates and ChemR23 expression are associated with
resistance to immunotherapies in 1BD

We previously reported a meta-analysis of publicly available transcriptional UC cohorts
datasets from colon mucosa biopsies performed before anti-TNF treatment [38]. Differential
analysis of all expressed genes in the meta-dataset (17,037 genes) identified only 85 genes
significantly (adjusted P value < 0.05) and differentially (log2 FC > 1) expressed between
responders and non-responders. Gene set enrichment analysis indicated over-expression of
genes associated with myeloid cell activation, neutrophil activation and degranulation,
leukocytes chemotaxis and response to bacterium (Supplementary Figure 1A, B). To
investigate whether local/mucosal neutrophil excessive infiltrates are associated with
responsiveness to conventional immunotherapies (anti-TNF or anti-a47 mAbs), we first
analyzed neutrophil gene expression signatures using deconvolution tools on previously
published transcriptomic datasets from mucosal biopsies of IBD patients with clinical
annotation. We examined colon biopsies (responders n=28, non-responders n=41) from three
independent UC cohort datasets (GSE16879 [39], GSE12251 [40] and GSE73661 [41]), and
colon and ileal biopsies (responders n=20, non-responders n=17) from one CD cohort dataset
(GSE16879 [39]). Colon biopsies were performed before the start of therapy and then 4-6 weeks
after the first antibody infusion. Response to immunotherapy was determined by histological
healing. Our analysis based on CIBERSORT transcriptomic signatures shows that, in both UC
and CD patients, the relative fraction of neutrophils in the gut mucosa was significantly higher
in non-responder patients before and after anti-TNF treatment, when compared to responders
or non-IBD controls (Figure 1A). Similar results were obtained in UC patients before and after

anti-TNF (Supplementary Figure 2A) or anti-a4p7 integrin (Supplementary Figure 2B)
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therapy by using the Quantiseq deconvolution method. As previously reported [42, 43],
transcriptomic signature analyses also revealed an increase in inflammatory (M1) macrophages
over resolutive-type (M2) macrophages before anti-TNF treatment in colon biopsies of non-
responder patients (Supplementary Figure 2C). The accumulation of neutrophils in the colon
mucosa of anti-TNF non-responder UC and CD patients was confirmed with histological
sections from independent local cohorts (UC responders n=6, UC non-responders n=8, CD
responders n=9, CD non-responders n=6 from Nantes University Hospital, France) by using
pathologist blinded analysis of Robarts score, which integrates the quantity and localization of
neutrophils in the tissue (Figure 1B). No differences in disease severity (Lichtiger score)
between responder and non-responder UC patients before therapy was observed in these
histological sections (Figure 1C), further demonstrating that excessive neutrophil infiltrates in
non-responders in our local IBD cohort is not simply due to the severity of the disease.

Next, we asked whether the pro-resolutive myeloid receptor ChemR23 (cmklrlgene) is also
differentially expressed in the gut mucosa of IBD patients in response to current
immunotherapies. Based on the same publicly available datasets and our meta-cohort, we found
that ChemR23 is significantly over-expressed in the mucosa of UC and CD patients
unresponsive to anti-TNF (Figure 1D) or anti-a4p7 (Figure 1E) therapies, when compared to
responders and non-1BD controls. Similarly, ChemR23 mucosal over-expression is detected
before and after treatment in UC and CD non-responders and significantly correlates with
neutrophil transcriptomic signature and M1/M2 transcriptomic ratio (Supplementary Figure
2D). Analysis of different colon and ileal biopsy datasets from UC and CD patients after
treatment with corticosteroids and/or immunosuppression showed that ChemR23 is over-
expressed in gut inflamed tissues, but not in proximal non-inflamed segments or non-IBD
controls (Supplementary Figure 1C, D). Moreover, analysis of a recent SCcRNA-seq dataset

from ileal tissues of CD patients [44] confirmed that ChemR23 is mainly expressed by mucosal
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macrophages, in particular resident macrophages (Supplementary Figure 3A). Consistent with
this, sScRNA-seq data from colon biopsies of UC patients [45] shows that ChemR23 is expressed
by macrophages within leukocytes subsets, but not by stromal or epithelial cells
(Supplementary Figure 4). Unfortunately, sScRNA-seq technology does not permit the analysis
of granulocytes subsets. However, histological ChemR23 stainings on colon or ileal biopsies
from a local cohort of UC and Crohn anti-TNF non-responders showed that ChemR23 in mainly
expressed by neutrophils in inflamed mucosas (Figure 1F).

These data indicate that mucosal excessive neutrophil infiltration and ChemR23 over-
expression before treatment are associated with unresponsiveness to anti-TNF and anti-o437
immunotherapies in UC and CD patients, suggesting that ChemR23-dependent neutrophil

infiltration may be associated with refractory and severe chronic inflammation.

ChemR23 expression is regulated by inflammatory signals

To dissect the regulatory mechanisms underpinning ChemR23 activity during inflammation,
we examined ChemR23 expression in vitro in leucocyte subpopulations cultured with
inflammatory signals, and in vivo using murine acute inflammatory models. Whereas ChemR23
was weakly expressed on freshly isolated human neutrophils, it was significantly upregulated
in neutrophils cultured with inflammatory signals (TNFa, IL-6, LPS or IL-8) (Figure 2A).
Similarly, I1L-6 significantly increased ChemR23 expression in human monocytes and dendritic
cells (DC) over time (Figure 2A) as previously described [32, 46, 47]. In naive mice, ChemR23
expression at steady state in the spleen was significantly lower than in resident macrophages
and DCs in the colon (Supplementary Figure 5A, B). Moreover, neutrophils from the spleen,
bone marrow, or colon do not express ChemR23 in naive mice. However, similar to human,
mouse neutrophils or monocytes from naive mice over-expressed ChemR23 when cultured with

inflammatory mediators (IL-6 or LPS) (Supplementary Figure 5C). In in vivo murine air-
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pouch models, subcutaneous injection of TNFo or Carrageenan (an algae-derived
polysaccharide) induces rapid and strong local recruitment of macrophages and neutrophils
expressing ChemR23 (Figure 2B). Notably, although no ChemR23 was detected in resident
macrophages and neutrophils at baseline, a significant proportion of macrophages and
neutrophils recruited upon inflammation expressed ChemR23. We next analyzed ChemR23
levels in preclinical models of acute colitis induced by chemical agents (DSS or TNBS), and in
models of chronic colitis induced by adoptive transfer of CD4+ CD45Rb"9" T cells into Ragl
KO mice. In both these models, ChemR23 expression in macrophages and neutrophils was
detected only in the inflamed colon, and not in the periphery (spleen) (Figure 2C).
Interestingly, chronic colitis models showed stronger ChemR23+ neutrophil infiltration than
acute colitis models.

Together these results indicate that ChemR23 is induced by inflammatory signals and

is primarily expressed in resident tissue macrophages and inflammatory neutrophils.

Agonist anti-ChemR23 mAb as new pro-resolving therapeutic modality

Current progress on the potential therapeutic applications of SPMs remains essentially limited
to experimental validation in spontaneously resolutive acute inflammation models, due to the
reduced bioavailability and rapid clearance of these molecules. To explore a different
therapeutic modality for triggering efficient resolution of chronic inflammation with a long
elimination half-life, we screened novel monoclonal antibodies (mADb) for their pro-resolutive
agonist properties. We found that an agonist anti-ChemR23 mAb induced rapid ERK and Akt
phosphorylation (Figure 3A), which is a well-characterized ChemR23 downstream signaling
pathway typically induced by RvE1 [48]. This signaling event triggered the repolarization of

human macrophages into pro-resolving macrophages, as revealed by an increase in IL-10
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secretion and decrease in CD80, CD86 and CCR7 expression in M1 IFNy-polarized
macrophages, and an increase in IL-10 secretion and decrease in CD206 and CD11b expression
in M2 TGFp-polarized macrophages (Figure 3B and Supplementary Figure 6A). Pre-
treatment of human macrophages with agonist ChemR23 mAb for one hour increased
phagocytosis of apoptotic neutrophils (Figure 3C), consistent with previous research showing
that ChemR23 pro-resolutive activity in macrophages induces efferocytosis of apoptotic
neutrophils [49]. Moreover, as previously described for RvE1 [50], agonist ChemR23 mAb
significantly reduced human neutrophil trans-endothelial migration during inflammation
(Figure 3D), consistent with a reduction in L-selectin (CD62L) membrane expression and
increase in soluble L-selectin (Figure 3E). These findings suggest that agonist ChemR23 mAb
reduces neutrophil transmigration by inducing L-selectin shedding. In addition, agonist anti-
ChemR23 mAb accelerated neutrophil apoptotic cell death (Figure 3G), as revealed by an
increase in Caspase 3/7 activation (Figure 3F). Mechanistically, this accelerated neutrophil
apoptosis was associated with increased reactive-oxygen species (ROS) production
(Supplementary Figure 6B). However, no significant NETosis was detected (Supplementary
Figure 6B, C).

Next, we identified the ChemR23 epitope recognized by the mAb using MabTope in silico
epitope mapping (Supplementary Figure 7A, B) [51], and then confirmed these results by
ELISA binding assay (Supplementary Figure 7C). The antibody binds to ChemR23’s GPCR
extracellular loop 3 (EL-3), a peptide sequence highly conserved between mouse and human,
thereby suggesting cross-reactivity. Indeed, agonist anti-ChemR23 mAb triggered ERK and
Akt signaling in mouse macrophages (Supplementary Figure 6D) and promoted inflammation
resolution in vivo. In the TNFa air pouch acute inflammation model, injection of anti-ChemR23
mADb did not reduce the initial inflammatory local recruitment of neutrophils, but significantly

promoted the clearance of neutrophils from the inflammatory sites, similarly to RvE1 (Figure
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3H). Moreover, biochemical characterization of exudates showed that anti-ChemR23 mAb
injection significantly increased local production of SPMs and their precursors at 8 hours during
the inflammation phase (e.g. Lipoxins), and also at 48 hours during the resolution phase (e.g.
Resolvin E1 and D3) (Figure 3l).

Taken together, these data show that agonist anti-ChemR23 mADb triggers inflammation
resolution by reprogramming inflammatory macrophages towards pro-resolutive activity,
thereby inducing inflammatory neutrophil clearance from inflamed sites and promoting the

secretion of pro-resolutive molecules.

ChemR23 activation with agonist mAb triggers resolution of acute and chronic intestinal
inflammation

RVEL was previously shown to accelerate the resolution of inflammation in spontaneously
resolutive acute colitis mouse models [30, 31]. ChemR23 mAb treatment significantly
accelerated recovery from acute colitis in DSS and TNBS mouse models, as shown by a reduced
resolution index, acceleration of weight recovery, and normalization of stool consistency and
fecal blood signs (Figure 4). Colon retraction, a key hallmark of colonic inflammation, was
also significantly restored after RVEL or agonist ChemR23 mAb treatment, which further
demonstrates their pro-resolutive action (Figure 4B, F).

To investigate whether ChemR23 activation with a mAb effectively reduces
inflammation in non-resolutive and chronic inflammatory colitis models, we conducted an
adoptive transfer of CD4+CD45RbM9" T cells into RAG1KO mice, which induces progressive
and chronic colitis over time without a resolution phase. Treatment with agonist ChemR23 mAb
initiated after colitis onset (from day 32 to day 51) and T lymphocyte infiltration

(Supplementary Figure 8) significantly reversed ongoing chronic colitis and protected mice
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from fatal weight loss (Figure 5A). Histological evaluation of the colon at sacrifice showed a
significant decrease in mucosal inflammation and thickness, reduced signs of vasculitis, and
nearly complete inhibition of colon fibrosis (Figure 5B). Transcriptomic analysis (Nanostring
Immunology panel) in responding mice revealed a significant decrease in gene expression
signatures associated with T lymphocyte signaling, IFNy pathway, and adaptive immune
response (Figure 5C). Consistent with this, histology in mice showed that agonist anti-
ChemR23 mAb treatment significantly affects T cell and neutrophil infiltrates in the colon
(Figure 5D).

IL-10KO mice develop chronic colitis spontaneously over the time[52]. We treated
these mice for two weeks with the agonist ChemR23 mADb or its corresponding isotype control
when significant clinical symptoms of colitis were monitored (weight decrease> 5% and/or
stool score > 1). After 14 days of treatment, mice treated with anti-ChemR23 mAb displayed
significantly fewer signs of diarrhea and weight loss when compared to the control group
(Supplementary Figure 9), showing that agonist anti-ChemR23 mAb triggers resolution of
ongoing chronic colitis in different models.

Given that anti-ChemR23 mADb accelerates neutrophil apoptosis (Figure 3F,G) and is
a human IgG1 isotype with potential cell cytotoxicity [53], we assessed its in vivo effects on
the peripheral immune cell population. No significant changes were detected in immune cell
populations (neutrophils, macrophages, DCs, T cells, NK cells) in the spleen of mice treated
with agonist ChemR23 mAb in three different models of induced acute or chronic colitis
(Supplementary Figure 10), in agreement with the expression pattern of ChemR23 primarily
in myeloid tissue. These data further suggest that agonist anti-ChemR23 treatment does not

induce peripheral immune cell depletion or neutropenia.

Agonist anti-ChemR23 mAb limits colon cancer development
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Chronic colon inflammation is an important risk factor for colorectal cancer (CRC)
development [54]. However, conventional therapies to inhibit inflammation can have a negative
impact on the overall survival of IBD patients with CRC [55]. To evaluate the potential effects
of triggering inflammation resolution with agonist ChemR23 mAb on tumor development, we
treated mice with chronic inflammation-mediated colon cancer receiving cycles of dextran
sulfate sodium (DSS) after an initial injection of a carcinogenic agent (Azoxymethane).
Treatment with ChemR23 mAb was initiated after the first cycle of DSS. Although no weight
loss differences were detected (Figure 6A), anti-ChemR23 treatment caused a significant
reduction in diarrhea during the entire treatment period (three months), as each diarrhea phase
after DSS administration was shorter in mice treated with anti-ChemR23 than in controls
(Figure 6B). Colon retraction was also significantly reduced at sacrifice in mice treated with
anti-ChemR23 (Figure 6C) and, importantly, macroscopic evaluation of the colon at three
months revealed significantly fewer tumor nodules (Figure 6D). To further investigate whether
anti-ChemR23 has a protective anti-tumoral effect, mice implanted subcutaneously with the
MC38 (Figure 6E) or CT26 (Figure 6F) colorectal mouse cell lines were treated with agonist
anti-ChemR23 mAb in monotherapy. In CT26 mice, which are less immunogenic, we also
tested a combined treatment with anti-ChemR23 and chemotherapy (Cisplatin). Agonist anti-
ChemR23 treatment induced partial or complete anti-tumor responses in MC38 and CT26
models, including with monotherapy. Notably, all mice with complete response also developed
a memory immune response, as second MC38 or CT26 graft re-challenges were rejected
without new treatment (data not shown).

These data suggest that activation of the pro-resolutive ChemR23 pathway suppresses
cancer development in chronic inflammatory diseases by triggering chronic inflammation

resolution.
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Discussion

Chronic inflammatory diseases, such as IBD, are currently managed with therapies that
suppress the production of inflammatory mediators (i.e. inflammatory cytokines) or block
immune cell recruitment or activation (i.e. integrin, costimulation). However, these strategies
are not effective in a substantial proportion of patients, and significant rates of acquired
resistance are observed [56]. The identification of alternative therapeutic approaches targeting
novel mechanisms and different disease phases is therefore urgently needed. Research in the
last decade has shown that inflammation does not just peter out, but is instead actively shut
down by specialized pro-resolutive (SPMs) mediators acting on receptors expressed by immune
cells[57-60]. Whilst there is growing interest in developing SPM analogues to treat
inflammatory diseases [61-63], there are currently few pro-resolutive drugs in clinical
development because stable SPM analogs have limited pharmacokinetic properties and their
chemical synthesis is complex. In this study, we explored an innovative approach using an
agonist monoclonal antibody to activate receptors involved in inflammation resolution.
Moreover, our results elucidate the mechanisms of ChemR23 regulation during inflammation
and chronic inflammatory disease. Finally, we show that promoting inflammation resolution
via ChemR23 receptor activation with a monoclonal antibody actively switches-off ongoing

chronic inflammation and tumor development in preclinical models.

Neutrophils recruited following infection or sterile wounding are key components of the
inflammatory response. It has recently been suggested that neutrophils may have other
functions in addition to providing immune protection when physical barriers are breached. For
instance, neutrophils may contribute directly to inflammation resolution and recovery [64,65]
and orchestrate exacerbated adaptive responses by recruiting inflammatory macrophages and

dendritic cells that release pro-inflammatory cytokines associated with chronic inflammation,
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such as TNFa and IL-23 [66]. Appropriate neutrophil apoptosis is fundamental for inducing
resolution of inflammation and promoting the conversion of pro-inflammatory (M1) towards
resolutive-type (M2) macrophages [67]. In IBD, neutrophil intestinal infiltration is typically
associated with severe inflammation [68] and occurrence of abscesses and/or granulomata [69],
particularly in UC patients. Our analysis of colon transcriptomic datasets from IBD patients
revealed that imbalanced M1/M2 macrophage ratios and neutrophil persistence and
accumulation are strongly associated with a significant risk of resistance to anti-TNF or anti-
a4p7 therapies in different cohorts of UC or CD patients. Moreover, histological analysis of an
independent and local cohort of UC and CD patients showed that patients unresponsive to anti-
TNF therapy have excessive neutrophil infiltrates that persist after treatment. Interestingly, we
found that inflammatory signals (cytokines, TLR agonist) induce ChemR23 expression in vitro,
including in neutrophils, which express very low ChemR23 level at steady state [46]. In
patients, ChemR23 was over-expressed in UC and CD colon biopsies from anti-TNF or anti-
a4p7 non-responders and correlated with neutrophil and M1/M2 macrophage transcriptomic
signatures. SCRNAseq analysis performed on UC or CD mucosas showed that ChemR23 is
predominantly expressed in myeloid cells, in particular in macrophage samples lacking
granulocyte subsets. In addition, histological stainings revealed that the majority of neutrophils
in the inflamed mucosa expressed ChemR23. These findings suggest that high ChemR23
expression in tissues is associated with excessive neutrophils and inflammatory (M1) over
resolutive (M2) macrophages infiltrates, which are key features of chronic inflammation

resolution deficiency.

Resolvin E1, an endogenous lipid that binds to and activates ChemR23 receptor, has been
shown to promote resolutive macrophage polarization, inhibit neutrophil recruitment, induce
neutrophil apoptosis, and promote efferocytosis in resolutive-type macrophages [32, 37, 46,

70]. We have identified an anti-human ChemR23 monoclonal antibody with similar receptor
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signaling functions as Resolvin E1, including in promoting macrophage resolutive polarization
as well as inflammatory neutrophil migration and apoptosis. As expected, in vivo treatment with
agonist anti-ChemR23 mADb did not affect the initiation phase of inflammation, as intensity of
neutrophil recruitment, weight loss, and diarrhea were similar in acute colitis and air pouch
murine models in comparison to controls. However, as previously reported for RvVE1 [30,31],
agonist anti-ChemR23 mAb significantly shortened the resolution index, as revealed by an
accelerated clearing of leukocytes from the inflammatory site, increased apoptosis of remaining
neutrophils, and faster recovery from colitis. Mass spectrometry of different resolution
mediators or their precursors in exudates from TNFa air pouch model at different time points
showed that agonist anti-ChemR23 mAb treatment triggers a global resolutive response, as
expression of other mediators from the Lipoxin or Resolvin (including RvE1) families increased
locally after treatment. A deficit in local and/or peripheral expression of a number of SPMs was
reported in various chronic inflammatory diseases, including IBD [26,71], rheumatoid arthritis
[72] and severe asthma [73], but also in other inflammatory conditions such as type 2 diabetes
[46], cystic fibrosis [74] or Alzheimer’s disease[75]. In agreement with our findings, peripheral
administration of RVE1 was shown to increase local concentration of RvE1, Resolvin D and
Lipoxin mediators in the hippocampus of Alzheimer’s mouse models [76], suggesting that pro-
resolutive pathways are inter-connected and hence pro-resolutive therapies may be beneficial

for various type of inflammatory diseases.

Although it has been shown that RVEL accelerates inflammation resolution in different
preclinical models, such as IBD [30,31], periodontitis [77], and pulmonary infections [17], most
of these studies used acute inflammatory models that resolved spontaneously. Thus, whether a
potent agonist of ChemR23 may trigger non-resolutive chronic inflammation remained
unknown. Our results in two different chronic colitis preclinical models show that treatment

with agonist anti-ChemR23 mAb initiated after onset of the disease significantly reduces
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disease progression. Transcriptomic and histological analyses revealed major modifications in
the colon upon ChemR23 activation, including reduced colon thickness and fibrosis, and

decreased neutrophil and T cell infiltration.

Chronic colon inflammation is an important risk factor for colorectal cancer (CRC)
development in IBD patients [54,66]. However, inhibition of inflammation with conventional
anti-inflammatory drugs can have a negative impact on the overall survival of IBD patients with
CRC [55]. Recent preclinical studies demonstrated that various SPMs have a beneficial effect
in reducing tumor development and metastasis in mouse models by promoting the elimination
of apoptotic tumor cells by resolutive-type macrophages [78,79]. On the other hand, tumor-
infiltrating neutrophils may play a detrimental role in the tumor microenvironment and
contribute to tumor development [80,81]. We found that, besides triggering the resolution of
chronic colitis, agonist ChemR23 mAb treatment also reduced colon tumor development caused
by chronic inflammation, and induced anti-tumoral immune response memory in preclinical
models. Moreover, ChemR23 mAb mono- or combined-therapy also significantly inhibited

colon tumor growth in two CRC models.

In conclusion, our results show that ChemR23 is over-expressed in inflammatory myeloid
immune cells in inflammatory tissues. Excessive neutrophil and pro-inflammatory macrophage
mucosal infiltration is strongly associated with unresponsiveness to anti-TNF and anti-a437
therapies in IBD patients and may contribute to chronic inflammation persistence. Moreover,
we show that an agonist anti-human ChemR23 mAb is a novel pro-resolutive therapeutic
modality that accelerates recovery from acute inflammation and most importantly and triggers
also chronic inflammation resolution, thereby preventing fibrosis and reducing tumor
development. Altogether, our findings open a new therapeutic avenue for the development of a

novel class of drugs to reinstate efficient resolution of chronic inflammation.
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Methods

Mice & Reagents

C57BI/6Rj and BALB/c mice were purchased from Janvier Laboratory (France) and kept in the
Nantes SFR Bonamy animal facility. Rag1-/- mice were kindly provided by Dr Richard Danger
and 1L-10-/- mice by Dr Florian Chain. Animal housing and surgical procedures were
conducted according to the guidelines of the French Agriculture Ministry and were approved
by the regional ethical committee (APAFIS 5978, 9851 & 13136). Colon carcinoma MC38 and
CT26 cells were cultured in RPMI (Life Technologies), 10% FBS, glutamine, and antibiotics
at 37°C and 5% CO2. Cells were harvested and resuspended in PBS before inoculation into
mice. hlgG1 control mAb was purchased from Evitria (MOTA-hlgG1) and anti-RvE1 from
Cayman Biochemicals. The anti-ChemR23 monoclonal antibody was produced and purified by

OSE Immunotherapeutics.

ChemR23 expression and PMN infiltration in colon of IBD patients

Gene expression datasets were obtained from the Gene Expression Omnibus database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). GSE16879 [39], GSE12251 [40] and GSE73661 [41] for
colon biopsies from UC patients after treatment with immunosuppressants and/or
corticosteroids; GSE16879 [39] for colon and ileal biopsies from CD patients before and 4-6
weeks after treatment with anti-TNF (infliximab); GSE73661 [41] for colon biopsies from UC
patients before and 4-6 weeks after treatment with anti-TNF (infliximab), and UC patients
before, 6 weeks, and 52 weeks after treatment with anti-a47 (vedolizumab). In all cohorts,
anti-TNF or anti-a4p7 responses were defined by complete histological and endoscopic healing.
Batch effect for the different cohorts were removed with Conbat. For deconvolution, the R

package immunedeconv was used (https://grst.github.io/immunedeconv). To determine the
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fraction of neutrophils and M1/M2 macrophages in samples, we utilized two methods:
quantiseq and cibersort. We specified that expression data were from non-tumor samples
(parameter tumor=FALSE) and from microarrays, instead of RNAseq (parameters arrays =
TRUE and rmgenes = “none”). H&E colon sections from diagnosis and routine care of 1BD
patients were collected from the Service of AnatomoCytoPathologie of the Nantes CHU
hospital and analyzed by a pathologist for the Robarts Histopathological Index (as previously

described [82]) and ChemR23 stainings (LA7 clone).

ChemR23 expression analysis

hPBMC isolated from the blood of healthy volunteers by Ficoll gradient and mouse bone
marrow cells from male C57BL/6J mice were cultured for different times with either
recombinant human or mouse TNFa at 100U/mL (R&D System), IL-6 at 10ng/mL (R&D
Systems), LPS at 100ng/mL (Sigma-Aldrich), or IL-8 at 50ng/mL (R&D Systems). ChemR23
expression was assessed by flow cytometry with anti-human ChemR23 Ab (clone 84939) and
anti-mouse ChemR23 Ab (clone 477806). To identify PMN, monocytes, and DCs, we utilized,
respectively, anti-CD66b (clone Ms), anti-CD14 (clone M5E2) and anti-CD11c (clone Bulb)

for human, and anti-Ly6G (clone 1A8) and anti-CD11b (clone M1/70) for mouse.

Murine dorsal air pouch model

Dorsal air pouches were formed on male Balb/c mice (6-8 weeks old) by injecting
subcutaneously 3mL of sterile air at day O and d3. Mice were then i.p.-injected with anti-
ChemR23 mADb or hlgG1 control mAb at 1mg/kg, or with RvE1 (50ug/kg) on successive days
at d5 and d6. On day 6, inflammation was induced by intra-pouch injection of recombinant
murine TNF (50ng) or Carrageenan (1%/1ml/pouch). Pouch lavages (PBS-EDTA 2mM) were
collected at 4, 8, 24, or 48 hours and cells were stained for phenotyping by flow cytometry.

F4/80 (BM8), Ly6G (1A8), and anti-mouse ChemR23 (clone 477806) were used to identify
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macrophages, PMN, and ChemR23 expression, respectively. PMN mortality was evaluated
with a viability dye (Life Technologies). The extraction protocol and analysis of bioactive lipids
were performed as previously described [83] and adapted according to the Ambiotis SAS
(Toulouse, France) standard operating procedure. The LC-MS/MS experiment was performed
on an Exion LC AD U-HPLC system (Sciex) coupled to a QTRAP 6500+ MS (Sciex) and

equipped with electrospray ionization source, and performed in negative ion mode.

Macrophages polarization

Human monocytes were isolated by magnetic sorting from Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMC) of healthy volunteers (Classical monocytes isolation kit, Miltenyi Biotec).
Macrophages were generated with human M-CSF (100ng/mL) in RPMI 1640 (Gibco)
supplemented with serum, penicillin/streptomycin and glutamine for 5 days at 37°C and 5%
CO2. Macrophages were polarized for 2 days either with human IFNy (20ng/mL) to obtain M1
inflammatory macrophages, or with human TGFp (50ng/mL) to obtain M2c anti-inflammatory
macrophages, and then treated with 10ug/mL of coated anti-ChemR23 or hlgG1 control mAbs.
Mouse M1 macrophages were obtained from bone marrow after differentiation for 5 days with
M-CSF (100ng/mL) followed by polarization for 2 days with IFNy (20ng/mL) in complete
RPMI supplemented with 50uM of beta-mercaptoethanol. IL-10 secretion was assessed by
ELISA (BD) in the supernatant after the 2 day-polarization, and phenotyping for CD80, CD86,

CCR7, CD206, CD11b expression was assessed by flow cytometry.

Efferocytosis assay

Freshly isolated human monocytes from Healthy Volunteers (HV) were incubated for 2 days at
37°C with M-CSF (100 ng/ml) to drive the differentiation into macrophages. 2 day-monocytes
and freshly isolated PMNs were labelled for 10min at 37°C with Cell Proliferation Dye (CPD)

eFluor 670 and 450 (ThermoFisher), respectively. Macrophages were incubated with the
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selected mAb (10pg/ml) for 1h and then mixed with PMN at a 1:2 ratio for 60min. Efferocytosis
was quantified by flow cytometry. The percentage of phagocytic macrophages was calculated

as the number of CPD e450+ macrophages/total number of macrophages x100.

Human PMN isolation and related biological assays

PMN were isolated as described previously [84]. Briefly, after a Ficoll gradient of blood from
HV, the pellet was collected, the PMN were separated on a Dextran gradient, and red blood
cells were lysed with water. Then, the PMN were incubated with coated anti-ChemR23 mAb
or a control Ab at 10pug/mL in RPMI medium. Viability of PMN was assessed using a Live &
Dead kit (Thermo Scientific) after a 24h mAbs incubation and quantified by microscopy
imaging (Zeiss Axiocam). NETosis was evaluated on the same images. Caspase-3/7 activity
was estimated by using the CellEvent Caspase 3/7 probe (ThermoFisher) at 2 uM after 10h of
culture with mAbs and quantified by microscopy with a Nikon Ti2 microscope. ROS production
was investigated after 5h of ChemR23 activation and revealed with 5 uM CM-H2DCFDA
(Thermo Scientific) and 2 uM Cell Tracker Deep Red (Thermo Scientific) using A1RSI
confocal microscope (Nikon). All quantifications were realized using 5 random recorded x20
pictures and analyzed using Fiji software. CD62L (clone DREG-56) expression was revealed
by flow cytometry after 4h of mAbs incubation and CD62L shedding was measured by ELISA

using a commercial kit (BD).

ChemR23 signalling

PMN (1,5 x 108/mL) or M1 macrophages (1,5 x 108/mL) obtained from hPBMC or murine bone
marrow were stimulated with hlgG1 control or anti-ChemR23 mAbs (10ug/ml) for different
times. Cells were lysed by adding 300 uL of RIPA buffer 1X (Cell Signaling) with Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich). ChemR23 signaling pathway was analyzed either by WB

or ELISA. Briefly, 20 ug of proteins were loaded in Mini-PROTEAN TGX gel (Bio-RAD, 10
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wells, 4-15%), then transferred onto a microcellulose membrane. After 2h of saturation in TBS-
5% BSA, the membranes were incubated with primary antibodies: anti-P-p44/42 MAPK
(T202/Y204) (1/1000), or anti-P-Akt (S473) (1/1000) purchased from Cell signaling, for 1h at
room temperature. Proteins were incubated with HRP-coupled secondary antibodies (anti-
rabbit 1gG, HRP-linked antibody from Cell signaling, 1/5000) for 1h at room temperature and
then revealed with the chemoluminescent Super SignalTM West Femto ECL detection system.
WB images and quantification were obtained with Image Lab. For some experiments, P-ERK

and P-Akt were measured by ELISA using commercially available kits (R&D Systems).

PMN Transmigration

Chemotaxis of PMN were evaluated in a Boyden chamber using a monolayer of Human Dermal
Microvascular Endothelial Cells (HDMEC) (0,2 x 10° cells/well) coated overnight in the upper
chamber on a 0.1% gelatine layer. IL-8 (50ng/mL) was used as the chemoattractant in the
bottom part of the chamber, and PMN (3 x 108 cells/well) and Ab (10pg/ml) were added in the
upper part of the chamber. After a 90min incubation at 37°C in an incubator with 5% CO2, the
bottom part of the chamber was collected. Migrated cells were counted by flow cytometry using
counting beads (123count eBeadsTM, Thermo Fisher). CD62L expression (DREG-56) and
shedding (R&D Systems) were analyzed by flow cytometry and ELISA, respectively, on PMN

incubated with either the anti-ChemR23 or higG1 control mAbs at 10ug/mL for 1 to 4 hours.

Preclinical colitis models

DSS Colitis was induced in 8-week-old male C57BL/6J mice by addition of 2.5% (wt/vol) DSS
(Dextran sodium sulfate) in drinking water for 6 days. On day 6, DSS supplementation was
discontinued, mice were sacrificed after clinical recovery and colon length was measured. Anti-

ChemR23 or anti-hlgG1 mAbs were intraperitoneally administered at 1mg/kg every 2 days
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from day 0O to day 6. Resolvin E1 was injected i.p. daily at 50ug/kg starting on dO for 5 days.
TNBS colitis was induced by intrarectal injection of 200 pL of a solution containing 5 mg of
2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (Sigma-Aldrich) in 50% ethanol (VWR International). Mice
were administered anti-ChemR23 or anti-hlgG1 mAbs intraperitoneally at 1mg/kg on day 0 and
day 2 (2 injections), or RvE1 daily at 50ug/kg for 3 days starting on d0. Adoptive transfer of
0.5 x 106 CD4+CD45Rb"9" T cells from C57BL/6J WT female mice was conducted by injection
i.p. into Rag1KO female mice at 5-weeks-old. Anti-ChemR23 mAb or hlgG1 control mAb were
administered when the mice developed the disease by i.p.-injection 3 times a week for 3 weeks.
IL10-KO mice were curatively injected i.p with anti-ChemR23 or hlgG1 (1mg/kg) 3 times a
week for 2 weeks. The Abs was administrated when the mice lost 5% of their initial weight
and/or presented a stool score >1. Disease appearance was observed by weighting the mice 3
times a week and evaluating the stool score as follow: 0 > normal consistency; 1 > soft
consistency but still formed; 2 > diarrhea but still formed; 3 > diarrhea; 4 > diarrhea with blood.
Mice were sacrificed at 25% of body weight loss. Resolution index (Ri) was determined for
each stool score as previously described [70]. Tmax and Tso of stool score were measured and
Ri was calculated as follows: Tmax - Tso, thus representing the required time necessary to recover

50% of maximal stool score.

Preclinical tumor models

Colorectal carcinoma MC38 cells or CT26 (0.5 x 10° cells/mouse) were injected
subcutaneously in 8-week-old C57BL/6J male mice or 8-week-old Balb/c female mice,
respectively. Tumor development was measured 3 times a week and calculated as follows:
(length*width) 1.5*%0.52. Anti-ChemR23 or hlgG1 control mAbs were administered at 1mg/kg
when the tumor volume was between 50 and 100mm? for MC38 and from d7 after tumor
inoculation for CT26 for 3 weeks. For the AOM-DSS model, 7-week-old female C57BL/6J

mice were intraperitoneally injected with azoxymethane (7.5mg/kg, Sigma-Aldrich). Then,
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three 5 days-cycles of 1% DSS in drinking water separated by 14-days regular drinking water
were performed starting 5 days after AOM injection. Eighty days after AOM injection, the mice

were sacrificed, colon length was measured, and the aberrant crypt foci were counted.

Colon, spleen and bone marrow infiltrating leukocytes immunophenotyping

To collect colonic immune infiltrating cells, colon pieces were incubated in 10 mL of solution
1 (PBS, EDTA 30mM, DTT 1,5mM) for 10min at 37°C under agitation. After filtration, colon
pieces were treated with 10 mL of solution 2 (PBS, EDTA 30mM) for 10min at 37°C under
agitation, and finally filtered and incubated in 5 mL of collagenase D (Sigma-Aldrich) and 25
pL of DNAse | (Sigma-Aldrich) solution for 15min at 37°C under agitation. Splenocytes and
bone marrow cells were isolated after lysis of red blood cells and immune cells were
immunophenotyped. Cell mortality was evaluated with a viability dye (Life Technologies).
Leukocytes were stained with fluorochrome-conjugated anti-mouse antibodies: F4/80 (BM8),
CD11b (M1/70), I/Ab (AF6-120.1), CD3e (500A8), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), NK1.1
(PK136), Ly6G (1A8), CD19 (1D3), all from BD Pharmingen and anti-mouse ChemR23 (clone
477806) from R&D Systems. FACS analysis was conducted using a BD Pharmingen LSR-I1,

Canto-11 flow cytometers and FlowJo software (Tree Star).

Immunohistochemistry

Colon samples from Rag1KO mice were frozen in Tissue-Tek (Fisher Scientific) and cut into
10 pm sections. Immunofluorescence was performed with an anti-mouse CD3 Ab (500A2), an
anti-mouse Ly6G (1A8). Sections were scanned and analyzed using standard fluorescence
microscopy and NDPview?2 imaging software (Hamamatsu). T-cell and PMN infiltration were
analyzed by measuring the fluorescence intensity in the different channels or manually counted

and related to the tissue surface or DAPI-positive cells, respectively. Tissue morphology
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(inflammation and vasculitis) and fibrosis were revealed by H&E staining or Masson’s
Trichrome staining, respectively. Submucosa and Mucosa thickness were determined using

NDPview?2 imaging software.

Nanostring analysis

RNAs from mouse colon of DSS-, TNBS, or Rag1KO preclinical models were extracted in the
RLT buffer with RNeasy Mini kit (Qiagen) supplemented by beta-mercaptoethanol at 1%. Gene
expression was quantified with the NanoString nCounter platform using 50 ng of total RNA in
the nCounter Mouse Immunology Panel (NanoString Technologies). The code set was
hybridized with the RNA overnight at 65°C. RNA transcripts were immobilized and counted
using the NanoString nCounter Sprint. Normalized expression data were analyzed with the
nSolver software. Standardized not log2 transformed counts were used for differential gene
expression analysis with the R package DESeqg2 (Love, M. I., Huber, W. & Anders, S.
Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome
Biol. 15, 550 (2014).). Genes were ranked in order of differential expression and pvalue score.

Gene set enrichment analysis was performed with the GSEA software with 1000 permutations.

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean = SEM unless otherwise indicated, and compared
with the nonparametric Mann-Whitney two-sided test or Kruskal-Wallis tests with Dunn’s ad
hoc pairwise comparisons for more than two groups. Graft survival was calculated using the
Kaplan—Meyer method. The log-rank test was used to compare survival times between different
groups. The Spearman test was used for correlation analyses. P values of <0.05 were considered
statistically significant. All statistical analyses were performed on GraphPad Software

(GraphPad Software, San Diego, CA).
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Figures legends

Figure 1: Colonic mucosal neutrophil infiltrates and ChemR23 overexpression are associated

with non-response to anti-TNF and anti-o47mAbs therapies in IBD.

(A) Neutrophils transcriptomic signature fraction among immune cells using CIBERSORT
analysis in intestinal biopsies of non-IBD patients (black, n=18), responders (green) and non-
responders (orange) before and after TNF treatment. Meta-analysis (dataset GSE16879 [39],
GSE12251 [40] and GSE73661 [41]) of colon biopsies from 3 UC cohorts (responders n=28-
15, non-responders n=41-31) and analysis (dataset GSE16879 [39]) of colon and ileal biopsies
from a CD cohort (responders n=24-23, non-responders n=19) with histological healing as the
anti-TNF response criteria.(B) Representative H&E staining (left) from colon biopsies of UC
and ileal biopsies of CD patients with white arrows indicating neutrophils infiltrates.
Neutrophils-associated histological Robarts score quantification (right) in colon and ileal
biopsies from a french local cohort of UC and CD patients before treatment with anti-TNF: UC
(responders n=6, non-responders n=8) and CD (responders n=9, non-responders n=6). (C)
Lichtiger score of the same cohort as in (D). (Responders: green; Non-responders: orange). (D)
ChemR23 transcriptomic relative expression in intestinal biopsies from the same IBD cohorts
as in A) before and after anti-TNF treatment. (E) ChemR23 transcriptomic relative expression
in colon biopsies of UC patients before and after anti-a4f7 mAbs therapy: dataset
GSE73661[41], responders n=9-22, non-responders n=30-37. (F) Representative staining of the
ChemR23 protein expression from colon biopsies of UC and ileal biopsies of CD patients from
the local cohort in (B). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005 (Kruskal-Wallis and Mann-Withney
test).
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Figure 2: ChemR23 expression is regulated by inflammation.

(A) ChemR23 expression (median fluorescent intensity) analyzed by flow cytometry of
neutrophils (CD66b+), monocytes (CD14+) and dendritic cells (CD11c+) after human
peripheral blood leukocytes cultured with TNFo, (100U/mL), IL-6 (10ng/mL), IL-8 (50ng/mL)
or LPS- (100ng/mL) for the indicated period of time (n=6-12/group). (B) (Left) Absolute
numbers of macrophages (black) and neutrophils (grey) recruitment in skin air-pouch models
induced by 50ng of TNFa (Top) or 1% carrageenan (Bottom) injection. (Middle) Absolute
numbers and (Right) frequency of ChemR23-positive macrophages and neutrophils recruited in
these air-pouch models. (C) ChemR23 expression by indicated population in spleen (white) and
colon (grey) of acute DSS (day 6), acute TNBS (day 3) and chronic CD45Rb"" transfer (day
61) colitis mouse models (n=5-7/group). *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.001 (Mann-Withney
and Multiple comparison 2 ways ANOVA).
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Figure 3: Pro-resolutive mechanisms of agonist ChemR23 mAb.

(A) p-ERK (Thr202/Tyr204) and p-Akt (Ser473) ChemR23 signaling measured by ELISA in
protein lysate of human inflammatory M1 macrophages cultured with isotype hlgG1 or anti-
ChemR23 mAbs (10ug/ml) for the indicated period of time. (B) IL-10 secretion in the
supernatant of M1 IFNy-polarized (left) and M2 TGFp-polarized (right) human macrophages
culture for48h with human IgG1 isotype control or anti-ChemR23 mAbs (10ug/mL) (n=6). (C)
Efferocytosis of human neutrophils by human macrophages pre-treated for 1 hours with isotype
hlgG1l or anti-ChemR23 mAbs (10ug/mL) (n=4).(D) Transmigration of human neutrophils
across a monolayer of human dermal microvascular endothelial cells (HDMEC) preincubated
over night with medium or TNFa (100U/ml).Isotype hIgG1 or anti-ChemR23 mAbs were added
at 10pg/ml in a Boyden chamber (n=8). IL-8 (50ng/ml) was used in the lower part of the
chamber as neutrophil chemoattractant for 90 minutes. (E) CD62L (L-selectin) expression by
flow cytometry (left) and soluble CD62L concentration supernatant (right) of human
neutrophils cultured with isotype hlgG1 or anti-ChemR23 mAbs (10ug/mL) for 4h (n=4). (F)
Percentage of Caspase 3/7 human neutrophils determined by microcopy after 10 hours of
culture with isotype hlgG1 or anti-ChemR23 mAbs at 10pug/mL(n=3). (G) Percentage of dead
human neutrophils determined using Live & Dead assay after 24 hours of culture with isotype
hlgG1 or anti-ChemR23 mAbs at 10ug/mL (n=8). (H) Neutrophils absolute number (left) and
percentage of dead neutrophils (right) measured in mouse exudates of TNF-induced
inflammation air pouch model at indicated time-points. higG1 control (black) or anti-ChemR23
mADbs (blue) were administered twice i.p. at d-1 & dO (20pg/injection; n=4 -5/group). (1) SPMs
and precursors quantification by mass-spectrometry in same exudates as in H) 8 hours (left) and
48 hours (right) after TNF injection. *P < 0.05, **P < 0.01 (Mann-Withney).
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Figure 4: Agonist ChemR23 mAb accelerates the resolution of acute colon inflammation.

(A) Weight variation, (B) colon length (d22) and (C) diarrhea (stool score) of mice in the acute
DSS (2%) colitis model treated i.p. at dO, d2 and d4 with isotype hlgG1 (black; n=10) or anti-
ChemR23 (blue; n=10) mAbs at 1mg/kg or Resolvin E1 (50ug/kg/day; grey; n=10) daily for 5
days.(D) Resolution index of colitis based on the time to resolve 50% of the diarrhea symptoms
as discussed in [85].(E) Weight variation and (F) colon length (d5) of mice in the acute intra-
rectal TNBS/Ethanol (50%) colitis model treated i.p. at d0 and d2with isotype (control) or anti-
ChemR23 mAbs (1mg/kg) or Resolvin E1 (50ug/kg/days) daily for 3 days(n=9-10/group).
Naive = age-matched mice which did not received administration of DSS or TNBS/Ethanol. *P

< 0.05, **P < 0.01 (Mann-Withney).

A) B)
9
DSS 2% H20 *
Tl * '
@\ 100_‘ ............................................. \:\)/ i
< = o]
%) 95+ §7_ 'y 5
= il = =
; 90 o T
= : =% hlgGl 5 6 +
854 \% - gChemR23 K
: RVEL
80 T T T T 5
0 5 10 15 20 NN
. & %’q:‘@@*\
time (days) T
@G
Q) D)
DSS 2% H20 PR B S
M <
: Z
O ] # 510
S i S = nted 2
2, ; £t = Lol
e ] 5
7”14 : {\ 2
: * Q -
: * &
0 T i T T I 0__'—'—'_
0 5 10 15 20 AN
. \ng 683’ Q..*@
time (days) ¥

A Weight (%)

F)

Colon length (cm)

o
1

oo
1

~
N

- hIgGL

- oChemR23
RvE1
T

0 I H
time (days)

117 |Page



Figure 5: Agonist ChemR23 mAb triggers the resolution of ongoing chronic colon

inflammation.

(A) Weight variation of Rag1” mice reconstituted i.p with 5 x 10° CD4* CD45Rb"9" T cells
from wild-type C57BI1/6 mice and treated i.p. with 1mg/kg of isotype higG1 (black; n=8) or
anti-ChemR23 (blue; n= 7) mADbs three times/week from days 32 to day 51 after T-cell
transfer.(B) Representative colon H&E (top) and Masson’s Trichrome (bottom) staining and
pathological quantification of colon inflammation, vasculitis, colon mucosa thickness (black
bars) and fibrotic submucosa thickness (red bars)in same model as in A) at sacrifice (1 month
after treatment initiation, control n=6-8, anti-ChemR23 n=6-7).(C) Representative heatmap of
clustered differential gene expression and enrichment (GSEA plots) of transcriptomic analysis
of colon in the CD4* CD45RbM9" adoptive transfer model using the Nanostring mouse
inflammation panel. Isotype hlgG1 (black; n=4) and anti-ChemR23 (red for non-responders
n=2; blue for responders n= 3) mAbs treated mice. (D) Representative immunofluorescent
staining of T cells (CD3+) and neutrophils (Ly6G+) and quantification in same colon. *P <
0.05, **P < 0.01 (Mann-Withney).
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Figure 6: Agonist ChemR23 mAb inhibits colon tumor development.

(A) Weight variation of mice in the chronic AOM/DSS colitis-associated colorectal neoplasia
model treated i.p. twice/week with 1 mg/kg of isotype hlgG1 (black; n=15) or anti-ChemR23
(blue; n=18) from day 10 (end of the first cycle of DSS) until day 80. DSS cycle are indicated
by a grey area. (B) Same as in A) for diarrhea (stool score) (left) and Area Under the Curve
(AUC) of total stool scores from day 0 to day 80 (right). (C)colon length and (D) colon
macroscopic tumors measured at day 80 in the AOM/DSS model. (E) Tumor volume after
subcutaneous injection of 5 x 10° MC38 colorectal cell line injection in immunocompetent mice
treated i.p. three times/week for 21 days with 1mg/kg of isotype hlgG1 (black, n=6) or anti-
ChemR23 (blue, n=8) mAbs starting when the tumor volume ranged between 50-100mm3. (F)
Tumor volume after subcutaneous injection of 5 x 10° CT26 colorectal cell line injection in
immunocompetent mice treated i.p. three times/week for 21 days with 1mg/kg of isotype hlgG1
(black, n=6) or anti-ChemR23 (blue, empty square n=7) mAbs from d7 to day 28, and/or 5
mg/kg of Cisplatin injected i.p. every 5 days from d7 to day 28 (monotherapy, grey n=6;
Cisplatin + anti-ChemR23, blue solid square n=7). PR: partial response. CR: complete
response. *P < 0.05, **P < 0.01 (Mann-Withney).
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1: Differential gene expression analysis between colon mucosa of

responders and non-responders UC patients before therapy with anti-TNF.

(A) Heatmap of the expression of the 85 genes identified with an adjusted p-value < 0.05 and a
Log. Fold Change (FC) > 1 in colon biopsies of non-IBD controls (n=18), responders (green,
n=28) and non-responders (red, n=41) before anti-TNF therapy. Meta-analysis of 3 UC cohorts
with histological healing as the anti-TNF response criteria: dataset GSE16879 and GSE12251,
and GSE73661. (B) Gene Ontology (GO), identified with the ClusterProfiler R package, of the
85 genes signatures associated with anti-TNF resistance before treatment.(C) ChemR23
expression (cmklrl gene) in colon biopsies of non-IBD controls, UC and Crohn Disease
(GSE75214) patients in the inflamed and uninflamed proximal segments after corticosteroids
and/or immunosuppression therapy. (D) ChemR23 expression (cmklrl gene) in ileal biopsies
of non-1BD controls, Crohn Disease adults in the inflamed and uninflamed proximal segments
after corticosteroids and/or immunosuppression therapy (GSE75214, GSE59071, GSE 57945)
and newly-diagnosed and untreated pediatric patients (GSE101794).
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Supplementary Figure 2: Neutrophil and pro-inflammatory macrophages signatures

correlates with ChemR23 expression and are associated with non-response to anti-TNF

(A) Neutrophils transcriptomic signature fraction among immune cells using Quantiseq
analysis in intestinal biopsies of non-IBD patients (black), responders (green) and non-
responders (orange) before and after TNF treatment using our meta-analysis (dataset
GSE16879, GSE12251 and GSE73661) of colon biopsies from 3 UC cohorts (responders n=28-
15, non-responders n=41-31) with histological healing as the anti-TNF response criteria.(B)
Neutrophils transcriptomic signature fraction among immune cells using Quantiseq analysis of
colon biopsies from a UC cohort (responders n=9-22, non-responders n=30-37) with
histological healing as the anti- 04p7 response criteria (dataset GSE73661). (C) M1
inflammatory macrophages over M2 resolutive-type macrophages transcriptomic signature
ratio among immune cells using CIBERSORT analysis from the same anti-TNF IBD cohort as
in (FiglA) before treatment (responders n= 28; non-responders n=41). (D) Correlation between
ChemR23 relative expression and Neutrophils or Macrophages transcriptomic signature
fractions according to anti-TNF response in IBD patients (no-IBD: black; responders: green;

non-responders: orange). ****P < 0.001 (Mann-Withney and Pearson correlation coefficients).
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Supplementary Figure 3: ChemR23 scRNA-seq analysis in ileal tissues of CD patients

ChemR23 (cmklrl gene) visualised in the single cell RNAseq dataset #GSE134809 of Human
lleum during Crohn's disease [44] with (A) the Broad Institute Single Cell portal
(https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell/study/SCP359/ica-ileum-lamina-propria-

immunocytes-sinai#study-visualize) and  (B) the  website of the article

(https://scdissector.org/martin/).
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Supplementary Figure 4: ChemR23 scRNA-seq analysis in colon tissues of UC patients

CMKLRL1 is visualised on the single cell RNAseq of Human Colon cells during Ulcerative
Colitis in 3 tSNE (A) Immune, (B) Stromal, and(C) Epithelial [45] with the Broad Institute
Single Cell portal (https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell/study/SCP259/intra-and-

inter-cellular-rewiring-of-the-human-colon-during-ulcerative-colitis#/).

A) Immune tSNE
o7 Macrophages 500
“eyclings oct
pc2
Inflammatory Monocytes 400
. CD69+ Mast
- GC CD69- Mast
Follicular Cycing Monocytes 300
NKs
ILCs
CD4+ Activated Fos-hi %0
CD4+ Activated Fos-lo
CD4+ Memory
o Tregs 100
CD4+ PD1+ I
CD8+ IELs o
CD8+LP
CD8+ IL17+
MT-hi
Cycing T
Plasma
Folicular
ac
‘ Cycling B
o
L =
&
2
B) Stromal tSNE Q) Epithelial tSNE
A8 -
“‘~‘ L4 ‘ 4

125 | Page


https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell/study/SCP259/intra-and-inter-cellular-rewiring-of-the-human-colon-during-ulcerative-colitis
https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell/study/SCP259/intra-and-inter-cellular-rewiring-of-the-human-colon-during-ulcerative-colitis

Supplementary Figure 5: ChemR23 expression in mouse.

(A) ChemR23 expression (% of cells) analyzed by flow cytometry of macrophages (F4/80+),
neutrophils (Ly6G+) and dendritic cells (CD11c+) from colon, bone marrow and spleen of
naive mice (n=5/group). (B) Absolute number of macrophages, neutrophils and dendritic cells
from colon, bone marrow and spleen of naive mice (n=5/group). (C) ChemR23 expression
analyzed (median fluorescent intensity) by flow cytometry of neutrophils (Ly6G+) and
monocytes (CD11b+) after bone-marrow cells cultured with TNFa (100U/mL), IL-6 (10ng/mL)
or LPS- (100ng/mL) for the indicated period of time (n=5/group). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.005 (Mann-Withney).
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Supplementary Figure 6: Complementary pro-resolutive mechanisms of agonist ChemR23
mADb

(A) CD80, CD86 and CCR7 (left) and CD206 and CD11b (right) expression (median
fluorescent intensity) analyzed by flow cytometry on IFNy-polarized (M1) or TGFB-polarized
(M2) human macrophages cultured for 48 hours either isotype control or anti-ChemR23 mAbs
at 10pg/mL. (B) Intracellular ROS production revealed by CM-H2DCFDA (5uM) and
CellTracker Deep Red (2uM) of human neutrophils cultured for 5 hours with isotype higG1 or
anti-ChemR23 mAbs (10ug/ml) (n=5).(C) Representative Calcein and Ethidium Homodier-1
(Et-D1) staining of human neutrophils cultured for 24 hours with isotype hlgG1l or anti-
ChemR23 mAbs (10ug/ml). (D) p-ERK (Thr202/Tyr204), total ERK, p-Akt (Ser473), and total
Akt ChemR23 signaling measured by WB in protein lysate of mouse M1 macrophages cultured
with anti-ChemR23 mAbs at 0.2, 2, or 20pg/ml for 5minutes. **P < 0.01.
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Supplementary Figure 7: Agonist ChemR23 mAb epitope characterization.

(A) 3D-structural in silico representation of the ChemR23 receptor and the anti-ChemR23
antibody interaction. Specific domains of interaction of ChemR23 (grey) with the mAb (black)
were visualized in pink for the EL1; violet for the EL2; and dark violet for the EL3 on ChemR23
and in green for the CDRH and dark green for the CDRL. (Left) global representation of the
ChemR23 and the anti-ChemR23 mADb interaction. (Right) Magnification on
ChemR23/antibody interaction domains at two different angles with 180° degrees rotation.(B)
In silico prediction of binding epitopes of the anti-ChemR23 mAb to the ChemR23 receptor
according mADb Silico algorithms using properties of the protidic sequence of the anti-ChemR23
mAb and ChemR23 receptor. Extracellular domains are identified by the blue boxes on the
protein sequence of ChemR23 receptor. (C) Dose-dependent ELISA binding of the anti-
ChemR23 mADb (blue) to the peptide 1 identified in B) and revealed by MSD technology (DO

450nm) compared to an irrelevant control mAb (grey).

A)
B) )
1 va VYSIVCFLGI LGNGLVIIIA TFKMKKTVNM Binding
51 VWFLNLAVAD FLFNVFLPIH IS NFLLIHNMFT 1.0
-~ higGl
101 SVFLLTIISS DRCISVLLPV WSQNHRSVRL AYMACMVIWV LAFFLSSPSL 0.84 - aChemR23
151 VF‘RDTANLHG KISCGFNNFSL STPGSSSWPT HSQMDBNENS RHMWTVT%F ;E:
201 LCGFLVPVLI ITACYLTIVC KLQRNRLAKT KKPFKIIVTI IITFFLCWCP 5 067
251 YHTLNLdELH HTEMBGSVFS LGLPIIA'I‘ALA IANSCMNPIL YVFMGQDFKK 8 0.4
301 FKVAL 024
Validation peptides Epitope residues EXU‘aceulllal‘ 0.0
- :‘Zg::::; =»\fg‘|:|§:i ::;:able domain 1 1'0 1(‘)0 ) 0'0 0
pepte s W Protabie peptide 1 (ng/ml)

Possible

128 |Page



Supplementary Figure 8: Colon infiltrates in the CD45Rb"9" transfer chronic colitis model

before treatment with agonist ChemR23 mAb.

Absolute numbers of different immune cell populations in the colon of Ragl” unreconstituted
naive mice and Rag1” mice one month after 5 x 10° CD4" CD45Rb"9" T cells (from wild-type
C57BI/6) i.p. injection.
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Supplementary Figure 9: Agonist ChemR23 mADb triggers inflammation resolution in 1L-10

KO chronic colitis mice model.

(left) Diarrhea (stool score) measured at dO & d14 and (right) weight variation (normalized to
the day of mADb injection) in 1L-107" mice blindly treated with isotype hlgG1 (black) or anti-
ChemR23 (blue) mAbs at 1mg/kg three times/week for 14 days. Treatments started when mice

developed clinical signs of chronic colitis defined by a weight decrease> 5% and/or with a stool
score > 1 (N=7/group). *P < 0.05 (Mann-Withney).
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Supplementary Figure 10: Agonist ChemR23 mAb does not induce peripheral leukocytes

numbers modification

Absolute numbers of different immune cell populations in the spleen of mice (Left) at day 22
in the acute DSS (2%) colitis model treated i.p. at dO, d2 and d4 with isotype control (black;
n=5) or anti-ChemR23 (blue; n=5) mAbs (1mg/kg), (Middle) day 5 in the acute intra-rectal
TNBS/Ethanol (50%) colitis model treated i.p. at dO and d3 with isotype control (black; n=5)
or anti-ChemR23 (blue; n=5) mAbs (1mg/kg),or (Right) two months in CD45Rb"9" transfer
chronic colitis model treated i.p. with 1mg/kg of isotype hlgG1 (black; n=5) or anti-ChemR23
(blue; n=5) mADbs three times/week from days 32 to day 51 after T-cell transfer.

DSS TNBS RaglKO
5x108- 3x108 $x106—

1.5%10 2:5x10 ] higGl
& 210° [ aChemR23
5 1x10% 2x10°%9
] 1.5x106
&
=] 6
& 5x107] 1x10% é 110
3 L 0 el

" g i ' @é
0 T T 1 T . 0 T T T T T T 0-
o 8 & s N S RN NN o 8 O e ©
@\\\ kQ\ < &Qz}\ L%\ c.%\ .QQ\’\\ 4\\@ Q &c?’ (\oz‘ %'cz Q\ﬁ\\ \@ Q &Q\?}\ ,L%\ Lz}
& T D & ¥ FF S SRS AN g
& & & = O < & & &

131 |Page



RESULTATS COMPLEMENTAIRES

L’échec de la résolution de I’inflammation a aussi été observée dans de nombreuses maladies
auto-immunes notamment la sclérose en plaque et le diabéte de type 1. Nous avons donc, en
parallele de notre étude sur les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin, évaluer
I’efficacité pré-clinique d’un anticorps anti-ChemR23 dans 2 modeles de maladies auto-

immunes ou un défaut des mécanismes de la résolution de I’inflammation a été identifié.

I. Lediabete de type 1
a) Physiopathologie

Chez ’Homme le diabéte de type 1, aussi appelé diabéte insulinodépendant, est caractérisé par
une dégradation des cellules B des ilots de Langerhans dans le pancréas, par des LT auto-
réactifs. Le modele de souris NOD (non-obese diabetic) est décrit pour déclencher un diabéte
de type 1 trés proche de celui chez I’THomme. Ce modéle est caractérisé par une hyperglycémie
ainsi qu’une infiltration leucocytaire dans le pancréas. L’incidence est cependant plus

importante chez la femelle que chez le méle.
b) Modele de souris NOD

Pour ce modéle nous avons utilisé des femelles NOD/ShiLt] &gées de 7 semaines, en
provenance du laboratoire Jackson. La glycémie (taux de glucose dans le sang) a ensuite été
mesuré 2 fois par semaines jusqu’a la fin de I’étude par une piqdre au niveau de la veine caudale.
Les souris ont été traitées avec un isotype contrdle ou un anticorps «ChemR23 (20ug/injection
en i.p) en curatif lorsque la glycémie atteignait, 2 fois de suite, 250 mg/dL (diabete précoce).
Les traitements ont été injectées pendant 2 semaines a hauteur de 3 injections par semaine. Un
point limite d’euthanasie a été fixé & 580mg/dL de taux de glucose dans le sang ou cette
hyperglycémie peut devenir léthale. Lors de I'utilisation d’un anticorps aChemR23 dans un
diabeéte précoce, nous avons observe un ralentissement du développement de la pathologie. En
effet, en comparaison a I’isotype contréle, les souris traitées ne montrent pas d’augmentation
dans leur taux de glucose sanguin lorsqu’elles sont sous traitement. On observe au jour 28 un
taux de mortalité important pour le groupe contrdle, alors qu’aucune souris dans le groupe

aChemR23 n’a atteint le point limite d’euthanasie (Fig. 27).
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Figure 27 : L’aChemR23 ralentit le développement du diabete de type 1 chez la souris NOD.
Ce graphe représente la mesure du taux de glucose dans le sang chez la souris NOD avant,
pendant et aprés le traitement avec un anticorps contréle (croix noir) ou un anticorps anti-
ChemR23 (carré bleu). La premiere mesure a été faite avant 1’injection (=pré-injection) des
traitements afin de démontrer que les souris n’avaient pas atteint la limite de taux de glucose
dans le sang minimal. Au jour 0, les souris atteignent un taux de glucose dans le sang suffisant
pour étre traités puis elles sont suivies a hauteur de 2 mesures de glycémie par semaine et 3
injections d’anticorps par semaine pendant 2 semaines. Les souris atteignant 580 mg/dL de
glycémie sont sacrifiées.

Cependant, cette action de notre anticorps anti-ChemR23 n’est observé que sous traitement et
quelques semaines apres pour quelques souris. En effet, une fois le traitement fini les souris
déclenchent de nouveau une hyperglycémie jusqu’a atteindre le point limite. L’utilisation d’un
anticorps anti-ChemR23 permet donc de ralentir le développement du diabéte de type 1 chez la
souris sans induire de tolérance. Cette étude montre que de cibler les voies de la résolution dans
le diabéte de type 1, ou tout du moins dans des maladies auto-immunes ou un défaut de la
résolution a été observé, permet de moduler la réponse inflammatoire, et donc a terme de
préserver le tissu inflammé et sa fonction. Des études histologiques et transcriptomiques sont

en cours pour identifier les mécanismes d’action de notre anticorps anti-ChemR23.
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Il. Lasclérose en plaque
a) Physiopathologie

La sclérose en plaque est une maladie auto-immune qui affecte le systéme nerveux central
(SNC). Une réponse auto-réactive du systeme immunitaire est observée chez les patients avec
une attaque au niveau de la gaine de myéline des axones provoquant des Iésions appelé plaques
et, a terme, une perte de motricité. Chez la souris, le modéle Encéphalomyélite auto-immune
experimentale (EAE) est utilisée car il partage de nombreuses caractéristiques cliniques et
physiopathologiques avec la SEP humaine. L’EAE est un modeéle d’encéphalite induite, chez
la souris C57BI/6J, par un cocktail de composants bactériens et du peptide auto-réactif,
comprenant la MOG35-35 (Myelin Oligodendrocyte glycoprotein) qui est 1’épitope
immunogénique, 1’adjuvant complet de Freund (CFA), ainsi que des mycobactéries et de la
toxine pertussique de coqueluche (PTX). La MOG seule ne permet pas de déclencher la
pathologie c’est pourquoi on ajoute du CFA qui booste la réaction immunitaire ainsi que des
mycobactéries qui activent les phagocytes. La PTX provoque une rupture de la barriére hémato-

encéphalique permettant le passage des LT et des macrophages dans le SNC.
b) Le modele de souris EAE

Le modéle d’EAE-MOGss.35 est caractérisé par une inflammation aigué du SNC entrainant une
paralysie flasque ascendante causée par I’infiltration de cellules immunitaire auto-réactifs dans
le SNC et a été étudié chez la souris C57BI/6J agée de 9 semaines. L’épitope immunogene
MOG35-35 est repris dans de 1’acide acétique a 1% puis dilué en PBS afin de le mélanger avec
le CFA, supplémenté avec du mycobactérium créant le « MOG cocktail ». Ce MOG cocktail
est émulsifié a I’aide de mouvements de va et vient entre 2 seringues sur glace pendant 30
minutes puis conservé sur glace quelques heures. L’injection de cette émulsion de MOG
cocktail se fait en sous-cutanée dans le bas du dos des souris avec 50pL d’injection a gauche
puis 50pL d’injection a droite de la colonne vertébrale (volume final = 100 pL ; concentration
finale de I’épitope MOG : 216ug/souris; concentration finale CFA + mycobactérium :
400ug/souris). La toxine PTX est injectée 2 heures apres I’injection du MOG cocktail en
intrapéritonéal (i.p) (100pL/souris ; 200ng/souris) puis une nouvelle injection est faite 2 jours
plus tard. Les souris sont scorées tous les jours (score 1= paralysie caudale ; 2= paralysie d’une
patte arriére ; 3= paralysie des 2 pattes arriére ; 4= paralysie qui remonte jusqu’au tronc de

I’animal (point limite)) puis traitées lorsque le score est situé entre 1 ou 2. Les souris ont été
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traitées avec un anticorps controle (hlgG1) ou un anti-ChemR23, 3 fois par semaine jusqu’a la

fin de 1’étude (20pg/injection en i.p).

Nous avons pu observer que les souris traitées avec un anticorps aChemR23 ont une phase de
récupération plus rapide que les souris contréles comme montré en figure 28A. Nous avons
ensuite évalué I’impact thérapeutique sur les animaux ayant développé une EAE plus sévere
(score>2) représenté dans la figure 28B. Nous avons pu apprécier que méme lorsque la séveérité
de la pathologie est élevee I’administration de 1’anticorps anti-ChemR23 permet d’accélérer la

phase de résolution en comparaison aux souris controles.
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Figure 28 : lutilisation d’un anticorps aChemR23 accéléere la phase de récupération dans le
modéle d’EAE. (Gauche) Graphique représentant le score de la pathologie en fonction des jours
dans le modele EAE-MOG traité avec un isotype contrle (hlgG1 ; croix noire ; n=17) ou un
anticorps anti-ChemR23 (aChemR23, carré bleu ; n=17). La zone grise représente la zone de
score atteinte pour débute le traitement (entre 1 et 2). (Droite) Graphique représentant le score
de la pathologie en fonction des jours des mémes souris EAE-MOG qu’a gauche mais
regroupant seulement les souris ayant eu un score de pathologie de 2 ou plus. Les souris ont été
traitées lorsque leur score atteignait 1 ou 2 avec un isotype contréle (croix noire ; n=14) ou un
anticorps anti-ChemR23 (carré bleu ; n=12).

Lorsque nous analysons I’incidence de la pathologie en fonction du score, a savoir le nombre
d’animaux ayant développé une EAE de score égal ou supérieur a 3, qui correspond a une
immobilité totale des membres inférieurs, nous avons observé que ’activation de la voie
ChemR23 avec un anticorps agoniste permet de réduire I’incidence de la pathologie et donc sa
séverité. En effet seulement 2 souris sur 17 (12 %) ont atteint un score de 3 dans le groupe traité
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avec I’anticorps anti-ChemR23, alors que dans le groupe contréle, 9 souris sur 17 (53 %) ont

atteint un score de 3 (Fig. 29).
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Figure 29 : DPanticorps _anti-ChemR23 reduit la sévérite de la pathologie. Graphique

représentant 1’incidence de la pathologie chez les souris EAE-MOG. Cette incidence a été
calculé en fonction des souris ayant atteint un score de 3 ou plus.

Ces résultats montrent que de cibler les voies de la résolution dans ce genre de modele conduit

également a un bénéfice thérapeutique significatif et que de cibler les cellules myéloides dans

des indications ou leur fonction résolutive fait défaut peut étre une bonne stratégie

thérapeutique.
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DISCUSSION

De récentes recherches mettent en évidence 1’échec de la résolution de I’inflammation dans
I’initiation des maladies inflammatoires chroniques. Cet échec notamment médié par un défaut
d’apoptose et de clairance des neutrophiles, est fortement étudi¢ dans des modéles
d’inflammation aigué€. L’utilisation de SPM et d’analogues chimiques démontrent accélérer la
phase de résolution sur ces modéles, cependant leur utilisation reste limitée a 1’inflammation
aigu€. Nous avons souhaité étudier 1’efficacité d’un anticorps agoniste de ChemR23 dans des

modeles d’inflammation chronique ou une déficience de la résolution a été identifiée.

Dans les MICI un défaut de résolution a été démontré. En effet chez les patients atteints de MC
on observe une accumulation tissulaire de neutrophiles ainsi que de macrophages pro-
inflammatoires [420]. Plusieurs études montrent un échec de recrutement puis d’apoptose des
neutrophiles associés a une altération de différentiation des macrophages pro-inflammatoire en
macrophages pro-résolutifs chez ces patients [280,388,421]. Dans les premieres phases de
I’inflammation de la MC un défaut de recrutement des neutrophiles sur le site inflammatoire a
été observe, cause par I’absence de sécrétion d’IL-8 par les macrophages [385]. Ce délai de
recrutement des neutrophiles initial induit un retard d’élimination de 1’agent inflammatoire
provoquant une réaction immunitaire exacerbée [386]. Cependant, ce retard de recrutement des
neutrophiles ne semble étre effectif que dans les premieres phases de la pathologie, puisque a
terme une accumulation de neutrophiles est observée sur le site pathologique. Le défaut de
différentiation des macrophages chez les patients atteints de RCH ou MC est associé a une
prolongation de la survie des bactéries intracellulaire entrainant un retard dans 1’élimination de
I’agent infectieux [422] ainsi qu’une forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 1L-23 et
TNFo [388]. La présence prolongée des bactéries provoque, a son tour, une réaction
immunitaire exacerbée alors que la sécrétion accrue d’IL-23 induit la génération de LT Th17,
fortement retrouvé chez ces patients [277]. Cette sous-population cellulaire est connue pour
secréter de nombreuses cytokines notamment de I’IL-17, de 1’'IL-22, du G-CSF et de d’IL-8
induisant le recrutement d’autres cellules de I’immunité. Une fois les neutrophiles recrutés sur
le site inflammatoire, un défaut d’apoptose est observé [280]. Ce défaut d’apoptose des
neutrophiles est principalement causé par 1’altération du phénotype des macrophages. En effet,

ce sont les macrophages anti-inflammatoires qui induisent normalement 1’apoptose des PMN
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[80,423] alors que les macrophages M1 (retrouves fortement dans la RCH et MC), eux,
induisent la sécrétion de G-CSF, une cytokine permettant de prolonger la survie des
neutrophiles [63]. De plus, I’apoptose des neutrophiles induit la libération de médiateurs de la
résolution (AnxAl) qui provoque ensuite la polarisation de macrophages pro-inflammatoires
vers des macrophages anti-inflammatoires [79]. L’échec de 1’apoptose conduit donc
indirectement a I’accumulation des macrophages de type M1 dans le colon. On observe donc
un réel impact de 1’altération des macrophages et de 1’échec d’apoptose des neutrophiles dans

les MICI.

Les patients répondeurs aux anti-TNF montrent une accumulation de macrophages anti-
inflammatoires réduisant la prolifération des LT et par conséquent la sévérité de la pathologie
[404]. Cette induction de macrophages régulateurs n’est observée qu’avec des anticorps ayant
un Fc qui permet la liaison au Fcy récepteur et induit la synthése d’IL-10 [424,425], ce n’est
pas le cas par exemple du Certolizumab pegol qui ne posséde pas de Fc. Notre anticorps semble
pouvoir activer le méme processus, puisqu’il induit une augmentation de la sécrétion de 1’IL-
10 par les M1 de facon Fc dépendant (absence d’effet avec un anticorps muté pour le Fc;
donnée non montrée). Par notre méta-analyse CIBERSORT de la muqueuse intestinale des
patients atteints de MICI (RCH ou MC) nous avons démontré une accumulation de neutrophiles
ainsi qu’un ratio important de macrophages pro-inflammatoires chez les non-répondeurs. Cette
observation corréle parfaitement avec les observations des équipes précédentes démontrant un
échec d’apoptose des neutrophiles et une altération du phénotype des macrophages [389]. De
plus, et pour la premiere fois, nous démontrons que les patients réfractaires aux anti-TNF sont
associés a une surexpression du récepteur ChemR23 dans la muqueuse intestinale. Ce récepteur
est impliqué dans 1’activation des voies de la résolution de 1’inflammation lorsqu’il fixe son
ligand la RVE1, appuyant son pouvoir thérapeutique. Sachant que 1/3 des patients ne répondent
pas aux anti-TNF ou aux anti-intégrines et que suite a I’échec de ces traitements les patients se
retrouvent en impasse thérapeutique, il est aujourd’hui primordial de mettre au point de
nouvelles stratégies thérapeutiques et d’identifier de nouvelles cibles [293,410,426,427]. De
nouvelles thérapies cibles d’autres cytokines de 1’inflammation telles que I'IL-6R, 1L-13, IL-
12/IL-23 et I’IL-36R mais elles gardent le méme concept de prévention de I’inflammation ou
d’étre des anti-inflammatoires induisant simplement la diminution de I’inflammation sans la
résoudre activement [428,429]. Récemment, de nouvelles recherches mettent en avant
’utilisation de SPM ou d’analogues chimiques afin d’activer les voies de la résolution de

I’inflammation dans différents modeles et axes thérapeutiques. Une étude a mis en avant un

138 | Page



défaut de production de la lipoxine A4 chez les patients atteints de MICI [139]. L’utilisation
d’un analogue de la LXA4 a démontré atténuer la sévérité de la colite induite au DSS ainsi que
I’expression des génes pro-inflammatoires [138]. Désormais plusieurs médiateurs lipidiques
ont été utilisés dans des modeéles de colites aigués dont la RvVE1, la protectine et la RvD5
[21,147,430]. lls accélerent la phase de résolution de I’inflammation dans des modé¢les
d’inflammation aigué en augmentant 1’apoptose des PMN, I’efferocytose ainsi qu’en diminuant
Iinfiltration leucocytaire [200]. La Marésine 1 a elle mis en avant des résultats prometteurs
dans un modele de colite chronique induit par 2 cycles de DSS mais qui démontre une résolution
spontanée malgre tout [431]. Néanmoins, dans des modéles in vivo d’inflammation aigué
identiques, les SPM démontrent des effets biologiques similaires entre eux, a savoir (1) induire
I’apoptose des PMN et (2) diminuer la migration leucocytaire, malgré leurs cibles différentes.
11 est donc plus judicieux de s’intéresser aux modifications d’expression des cibles ou bien des
médiateurs lipidiques afin d’étre plus spécifique dans la cible thérapeutique. Etant donnée
I’effet positif de I’activation de I’axe RvE1/ChemR23 sur les mod¢les d’inflammation aigué€ de
colite [21,147], en plus de la surexpression du récepteur ChemR23 chez les patients MICI qui
ne répondent pas aux anti-TNF et de I’accumulation de neutrophiles dans leurs tissus (signe
d’un déficit de résolution), nous avons souhaité évaluer 1’effet thérapeutique de notre anticorps
agoniste de ChemR23 sur ces mémes modéles. La RVE1 agit comme un anti-inflammatoire
ainsi qu’un pro-résolutif. En effet, dans les modéles de colites aigués ce médiateur diminue la
perte de poids ainsi que I’infiltration leucocytaire (LT et neutrophiles) dans la lamina propria
et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-12p40, TNFa, IL-6) [21,147]. Alors qu’il
augmente 1’apoptose des neutrophiles et I’efferocytose des macrophages dans le modele d’air-
pouch et de péritonite [20]. Aprés évaluation de I’action de notre agoniste, nous avons pu mettre
en avant que I’activation de la voie ChemR23 par notre anticorps accélére la phase de résolution
dans deux modeles de colites aigués en mimant les effets de la RvEL, voire méme en
I’améliorant. Nous avons observé une récupération de la perte de poids et du score selle plus
rapide avec notre anticorps et la RvE1, ainsi qu’un c6lon moins retracté demontrant une
inflammation plus résolue. De plus, nous avons observé une récupération plus rapide dans le
modéle d’air-pouch justifiée par une augmentation de 1’apoptose et de 1’élimination des
neutrophiles par le biais de notre anticorps, comme cela est décrit pour la RvE1 [13,20]. La
mise en place de nos modeles d’inflammation aigu€ a permis de mettre en évidence que notre
anticorps n’agit pas comme un anti-inflammatoire mais bien comme un pro-résolutif [148]. A
la différence de la RVEL, il ne provoque pas de changement lors des premiéres phases de

I’inflammation mais permet d’accélérer la phase de résolution, ce qui est démontré par I’index
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de résolution (Ri). Cet index détermine le temps nécessaire pour récupeérer 50 % du maximum
de I'inflammation. Lorsque 1’amplitude maximale d’inflammation est identique entre deux
traitements (ou placebo) cela démontre que I’inflammation est la méme, c’est le cas de notre
anticorps dans nos modéles d’inflammation aigué [148,149]. Dans la littérature la RvE1 montre
des effets anti-inflammatoires puisqu’elle diminue I’amplitude d’inflammation [244]. Au
contraire, si le Ri est diminué cela démontre que la récupération a été plus rapide et c’est ce que
I’on observe avec notre anticorps dans nos modeles d’inflammations aigué. La RvE] n’a pour
le moment jamais été utilisée pour des modeles de colites chroniques, et seule la marésine a
démontré des effets bénéfiques dans un modele de colite chronique induite avec une résolution
spontanée [431]. L’étude de notre anticorps dans 2 modeles de colites chroniques, 1L10-KO et
Rag1KO [432,433] qui ne se résolvent pas spontanément, a mis en évidence 1’effet positif de
I’activation de la voie ChemR23 par notre anticorps sur I’induction de la résolution de
I’inflammation. Notre anticorps anti-ChemR23 permet d’enclencher une résolution de
I’inflammation dans des mod¢les dépourvus de résolution entrainant une protection contre la
chronicité de la pathologie. Ceci est justifié par une absence de signes cliniques ainsi qu’une
diminution de ’infiltration des LT et des neutrophiles dans le cblon des souris RaglKO. De
plus, notre étude histologique du c6lon montre une diminution du score de vascularite et
d’inflammation globale chez ces souris. A I’inverse, la présence d’ulcération dans le colon des
souris souligne la mise en place d’une inflammation qui s’est résolue plus rapidement grace au
traitement et donc 1’action curative et non préventive du traitement. Ceci permet de justifier que
notre anticorps agit comme un pro-résolutif et non comme un anti-inflammatoire. Notre
anticorps permet donc d’activer les voies de la résolution de I’inflammation sans prévenir
significativement 1’installation d’une inflammation de type aigu€. Cela n’est pas le cas des
traitements anti-TNF qui augmentent les risques d’infection en empéchant les inflammations
aigu€s de se mettre en place. En effet, le TNFa est une cytokine majeure lors des premieres
phases de I’inflammation permettant le recrutement des macrophages, des LT et des NK
nécessaires pour lutter contre 1’inflammation microbienne ou stérile. Les anti-TNF empéchent
par conséquent 1’action du TNFa et augmente fortement les risques d’infections bactériennes
(Tuberculose, pneumonie, méningite...), virales (VIH, VHB, VHC ...), parasitaire
(toxoplasmose) et fongique (Aspergillus, Candidose...) [434,435]. Les anti-TNF entrainent
dans 18 % des cas une neutropénie et dans 3 % des cas une neutropenie sévere, notamment chez
les patients atteints de PR ou 1’on retrouve 80 % des patients qui ont déja subi un épisode de
neutropénie [436]. Cette diminution accrue du nombre de neutrophiles augmente fortement les

risques d’infections et retardent la phase de résolution de I’inflammation conduisant a une
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d’inflammation chronique [437]. Quelques cas de neutropénie ont été observes chez les patients
ayant une MC ainsi que chez des nouveaux nés dont la mére était traitée avec des anti-TNF
[438,439]. Etant donnée 1’impact de notre anticorps sur 1’élimination des neutrophiles dans le
tissu inflammatoire, nous avons évalué son effet sur les neutrophiles en périphérie. Nous avons
d’abord mis en évidence que I’expression de ChemR23 est inductible en conditions
inflammatoires et que son expression est retrouvée exclusivement sur les neutrophiles du site
inflammatoire. Cela protége donc I’élimination des neutrophiles en périphérie et ¢’est pourquoi
nous n’avons détecté¢ aucune altération sur le nombre de neutrophiles dans la rate des souris

traitées avec notre anticorps. Ceci apporte un point positif en comparaison aux anti-TNF.

L’activation des voies de la résolution de I’inflammation est aujourd’hui un nouvel axe de
recherche thérapeutique plein d’espoir. De plus en plus de travaux mettent en évidence une
diminution de synthése des SPM dans certaines MIC. C’est le cas par exemple dans les MICI
ou I’on a retrouvé un défaut de synthése de la LXA4 ainsi qu’une perte du médiateur pro-
résolutif AnxAl [139,390]. Mais ce défaut d’AnxAl est contré griace aux thérapies anti-TNF,
qui démontrent une augmentation de I’expression de I’AnxA1 suite aux traitements chez les
répondeurs ; ce n’est pas le cas des patients qui ne répondent pas aux anti-TNF [390]. La
lipoxine A4 ainsi que la protectine D1 sont aussi retrouvees diminuées chez les patients atteints
d’asthme sévere [176,440]. De multiples indications sont donc désormais traitées avec ces
SPM. La lipoxine A4, le premier SPM découvert, est utilisée dans des modéles de colites,
d’asthme, de fibrose polycystique, ou encore d’ischémie-reperfusion et de péritonite. La RvD1
a démontré des effets bénéfiques dans la maladie d’Alzheimer, I’arthrite ainsi que dans le
diabéte de type 1. La RVEL a été retrouvée diminuée dans le diabete de type 2 ainsi que dans la
parodontite [203,245], cependant son pouvoir pro-résolutif a été étudié dans de multiples
indications : le diabéte de type 2 [203,251], les MICI [21,147], la parodontite [22], les
inflammations pulmonaires [23], I’ischémie-reperfusion [247], la maladie d’Alzheimer [249]
et dans la dermatite atopique [250]. De plus, I’utilisation de la RvE1 entraine une augmentation
de la concentration de LXA4 chez les patients asthmatique apportant un nouveau mode d’action
de ce SPM [240]. Ceci démontre que les stratégies ciblant les voies de la résolution de
I’inflammation peuvent agir sur un grand nombre d’indications justifiant ’impact de 1’échec de
la résolution de I’inflammation dans les MIC. Pour le moment nous avons étudié I’effet de notre
anticorps dans 3 indications: (1) les MICI qui sont associées a une accumulation de
neutrophiles et a un défaut de clairance, (2) le diabéte de type 1 qui démontre un exces de

cellules apoptotiques associe, la aussi, a un defaut de phagocytose des macrophages
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[304,441,442] et (3) ’EAE dans lequel il est observé une accumulation de macrophages pro-
inflammatoires avec un défaut de balance M1/M2 [443,444], ainsi qu’un défaut de synthése de
RvD1 chez ces patients [445,446]. Etant donnée 1’effet de notre anticorps sur 1’induction de
I’apoptose des neutrophiles et I’augmentation de la clairance nous pourrions envisager de
nouvelles indications. Une des pathologies la plus associée aux neutrophiles est la vascularite
a ANCA (Antineutrophil cytoplasmic antibody) [447]. Cette MAI est caractérisée par une
inflammation chronique des vaisseaux sanguins causée par la sécrétion d’auto-anticorps dirigés
contre les protéines PR3 et MPO exprimées dans le cytoplasme des neutrophiles a 1’état basal
et transloguée en surface apres activation [448,449]. Cette attaque des neutrophiles induit leur
dégranulation, la sécrétion d’agent oxydatif et la formation de NET dans les VS causant une
destruction de I’endothélium [450,451]. Des résultats controversés sont décrit sur I’apoptose
des neutrophiles avec soit un échec soit une activation de 1’apoptose dans cette pathologie
[452,453]. Néanmoins, induire 1’apoptose de ces neutrophiles avec notre anticorps contribuerait
a diminuer leur activation et par conséquent a ralentir la destruction de I’endothélium. De plus
I’élimination des neutrophiles permettrait de diminuer la sécrétion d’auto-anticorps par
élimination de la cible (PR3 ou MPO). Dans une autre voie, le lupus érythémateux est une
maladie auto-immune qui touche de nombreux organes engendrant des éruptions cutanées puis
des dysfonctionnements. Il est caractérisé par une hyper-réactivité des LB et une forte sécrétion
d’auto-anticorps anti-ADN double brin. Ces ADN double brin sont sécrétés lors de 1’apoptose
et de la NETose des neutrophiles [454]. Une augmentation de 1’apoptose cellulaire notamment
des neutrophiles et des macrophages ainsi qu’un défaut d’efferocytose de ces corps
apoptotiques par les macrophages ont été mis en évidence dans cette pathologie [302,303].
Etant donné I’efficacité de notre anticorps pour augmenter 1’efferocytose des macrophages cela
pourrait contribuer a résoudre I’inflammation en éliminant les corps apoptotiques plus
rapidement et par conséquent en diminuant la présence d’ADN double brin. D’autres
pathologies que les maladies auto-immunes peuvent étre envisagée comme indications
thérapeutiques, comme par exemple la mucoviscidose. Cette maladie est causée par une
altération du canal CFTR induisant des dysfonctions sur de nombreux organes notamment les
poumons. Une inflammation chronique pulmonaire est observée chez ces patients et
caractérisée par une accumulation de neutrophiles au niveau des mugueuses avec une absence
de clairance [455,456]. Le défaut de synthése du canal CFTR altére aussi la fonction
d’¢élimination de I’agent inflammatoire (P.Aeruginosa) par le neutrophile [457]. De plus, un
faible taux de LXA4 et de RvD1 a été trouvé chez ces patients associé a une réduction de
I’expression des enzymes LO-12 et 15 (permettant la synthése des SPM) justifiant le défaut de
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résolution de I’inflammation [160,458-460]. Compte tenu de I’action de notre anticorps pour
induire I’activation des neutrophiles par sécrétion de ROS puis I’augmentation de leur apoptose,
cette pathologie pourrait donc étre une bonne cible thérapeutique afin d’aider le systéme
immunitaire a contrer I’infection ainsi que 1I’inflammation chronique. Une autre MIC, avec une
forte augmentation de prévalence ces derniéres années, est la NASH (Nonalcoholic
steatohepatitis) [461]. Cette pathologie est caractérisée par une inflammation stérile du foie
causée par activation des PRR dans le foie aprés reconnaissance de DAMPs, entrainant
I’apoptose massive des hépatocytes puis une fibrose cicatricielle [462]. On y retrouve une
accumulation de macrophages pro-inflammatoires M1 et de neutrophiles. Des travaux ont mis
en évidence que la sécrétion d’IL-10 par les macrophages de type M2 permet d’induire
I’apoptose des macrophages M1 présent dans la NASH et protége les souris contre cette
pathologie [463]. L’activation de la voie ChemR23 par notre anticorps favorise la sécrétion
d’IL-10 par les macrophages de type M1, induisant un changement de phénotype vers des
macrophages anti-inflammatoires nécessaires a la résolution de 1’inflammation. De plus, notre
anticorps provoque l’apoptose des neutrophiles ainsi que leur efferocytose sur le site
inflammatoire. Ceci pourrait permettre de résoudre I’inflammation présente dans le foie des
patients NASH et empécherait I’installation de la fibrose responsable a terme du

dysfonctionnement de 1’organe.

Dans un autre contexte que les MIC, Dipak Panigraphy et son équipe ont mis en évidence
I’intérét d’utiliser des SPM dans des modeles de cancérologie. Ils ont démontré que 1’utilisation
de SPM en combinaison a la chimiothérapie réduit, voire inhibe, la progression tumorale dans
plusieurs modeles tumoraux (LLC, 4T1 ...) [252]. Cet effet sur le développement tumoral est
justifié par ’accélération de I’élimination des corps apoptotiques, créés par la chimiothérapie,
et la réduction de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, empéchant une nouvelle
inflammation de se mettre en place sur le site tumoral. Lors de 1’étude d’efficacité¢ de notre
anticorps anti-ChemR23 sur la prolifération tumorale dans 3 modeles différents de cancérologie
nous avons mis en évidence, a notre tour, que 1’activation de la voie ChemR23 protége contre
une prolifération exacerbée de tumeur de type colorectal. Dans cette indication de cancer
colorectaux, nous avons observe une efficacité chez 20 a 30 % des souris. Cet effet bénéfique
doit étre approfondi. Nous pourrions envisager de tester d’autres modéles tumoraux associés
plus fortement aux neutrophiles, c’est le cas par exemple du cancer du sein ainsi que du cancer
du poumon et du pancréas [464,465]. De plus, un ratio élevé de neutrophiles/LT est associé a

une résistance a la chimiothérapie dans de nombreux cancers [466-468]. L’induction
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d’apoptose des neutrophiles par notre anticorps anti-ChemR23 pourrait donc favoriser le
nettoyage du site tumoral et la diminution de I’inflammation puis cela pourrait permettre aux

patients résistant a la chimiothérapie, a cause de ce ratio, d’en bénéficier.

Le fait d’avoir choisi un format anticorps monoclonal comme modalité thérapeutique apporte
de multiples avantages, notamment celui de sa durée de vie apres injection. En effet, en phase
| la molécule RX-10001 issue de la Résolvine E1 montre des effets prometteurs dans le
syndrome de I’ceil sec mais posseéde un profil pharmacocinétique suboptimal avec une durée de
vie de 7 a 8 heures. Une administration journaliére, par défaut contraignante, était donc
indispensable et I’étude clinique a été arrétée en phase I/II pour des raisons indéterminées
[258,469]. Compte tenu des difficultés de stabilité des lipides, de nouvelles stratégies de
synthése sont étudiées. L utilisation de la RX-10045, une molécule synthétique issue aussi de
la RVE1, démontre une stabilité plus élevée que son prédécesseur avec actuellement une phase
III dans I’indication du syndrome de I’eeil sec [259,470]. Cependant cette molécule reste
difficile d’utilisation puisqu’elle est sensible a la lumiere, se dégrade rapidement a température
ambiante avec une préparation et une stabilité fragile [258,471]. En comparaison, un anticorps
de type IgG peut avoir une durée de vie jusqu’a 18-21 jours [472]. De plus la synthése d’un
anticorps, sa stabilité et son élimination sont avantageuses en comparaison aux lipides. D’autres
stratégies utilisent des analogues de SPM, notamment des analogues de la RvE1 ou de la RvD1.
Ces analogues miment les effets de leur substrat de référence mais ils possedent une structure
différente leur permettant d’étre résistant a la dégradation enzymatique les inactivant. Cela

permet donc d’avoir un produit plus stable et protéger contre une inactivation [150].

L’utilisation de SPM et d’analogues chimiques est donc de plus en plus utilisée pour contrer
I’échec de la résolution de I’inflammation dans les maladies inflammatoires chroniques. Cet
échec de résolution est principalement dii a un défaut d’apoptose des neutrophiles et de
clairance du site inflammatoire par les macrophages. La stabilité des lipides ainsi que leur
synthése est un frein dans le développement de nouvelles thérapies, malgré les nombreuses
découvertes sur I’échec de la résolution. Nous avons donc souhaité évaluer I’effet d’un
anticorps agoniste ciblant le récepteur ChemR23 dans D’activation de la résolution de
I’inflammation dans les MIC. Cette nouvelle strateégie est avantageuse puisque la synthese et la
stabilité d’un anticorps sont aujourd’hui bien connus et largement utilisée en clinique. Nous
avons pu mettre en avant, et pour la premiere fois, que ’activation de la voie ChemR23 par un
anticorps agoniste accélere la résolution dans des modéles de colite aigué et enclenche une

résolution dans des mod¢les de colite chronique dépourvus de résolution, effet qui n’a jamais
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¢té démontré avec la RvE1. De plus, nous avons démontré que 1’utilisation d’un anticorps anti-
ChemR23 protege contre le développement de cancer colorectaux, un des principaux effets
secondaires liés au MICI.
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PERSPECTIVES

Nous avons donc mis en évidence que I’activation de la voie ChemR23 par un anticorps
agoniste permet d’enclencher la résolution de I’inflammation dans des mod¢les d’inflammation
de colite aigué mais aussi chronique dépourvue de résolution. Cet effet biologique s’explique
par I’inhibition de la transmigration des neutrophiles, I’augmentation de leur apoptose sur le
site inflammatoire ainsi qu’une augmentation de 1’efferocytose par les macrophages au travers

de I’axe ChemR23/anticorps agoniste.

Désormais de nouvelles indications peuvent étre envisagées. En effet, I’efficacité préclinique
bénéfique d’une telle stratégie thérapeutique encourage les tests vers d’autres indications
thérapeutiques ou un défaut de résolution a été observé. Nous envisageons de caractériser 1’ effet
biologique de notre anticorps dans un modéle in vivo de lupus érythémateux ainsi que dans un
modele d’arthrite au collagéne représentant la PR. Les lupus étant défini par une augmentation
de I’apoptose cellulaire et un échec d’efferocytose, ces défauts pourraient étre contrés par notre
anticorps en augmentant 1’efferocytose ceci conduisant a la résolution de I’inflammation. La
PR elle, démontre un défaut de synthése de SPM (RvD3) et une accumulation de neutrophiles
sur le site inflammatoire, I’activation de la voie ChemR23 permettrait d’induire I’apoptose de
ces neutrophiles puis de nettoyer le tissu afin de retrouver un état d’homeéostasie. D’autres
pathologies telles que la NASH ou le diabéte de type 2 sont aussi envisagées pour évaluer
I’action de notre anticorps. En effet, ces deux indications présentent des défauts de résolution
de l’inflammation avec une accumulation de neutrophiles et de macrophages pro-
inflammatoires qui peuvent étre rétablis a la suite du traitement par notre anticorps anti-
ChemR23. En paralléle, 1’effet thérapeutique de notre anticorps va €tre évalué en cancérologie.
La RVEL ayant déja démontré jouer un r6le favorable dans le contexte tumoral en diminuant le
développement de la tumeur, nous envisageons a notre tour, d’étudier 1’action de notre anticorps
dans des mod¢les de cancérologie. Nous souhaitons d’abord cibler des modeles tumoraux avec
une infiltration forte en neutrophiles, afin de maximiser 1’effet thérapeutique de notre anticorps.
Pour cela, nous avons caractérisé, au sein du laboratoire OSE Immunotherapeutics, le modéle
LLC (cancer du poumon) chez la souris et observé une forte infiltration de neutrophiles ainsi
que la présence accrue de ChemR23, ce qui correspond parfaitement aux bonnes conditions

pour étudier notre anticorps. De plus, il est décrit que les cancers mammaires détiennent aussi
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une forte infiltration en neutrophiles, ce qui favoriserait 1’action thérapeutique de notre
anticorps en nettoyant le tissu inflammé et diminuant I’inflammation [464,465]. En parallele, il
serait intéressant d’étudier 1’action de notre anticorps dans un modele de cancer du foie, par
exemple ’Hepal.6. En effet, ce cancer est défini par une inflammation chronique préalable
conduisant a un hépatocarcinome, avec la présence accrue de ROS et de cytokines pro-
inflammatoires dans les premiéres étapes. L’activation de la voie ChemR23 par notre anticorps

pourrait résoudre cette inflammation exacerbée et ainsi empécher un cancer de se développer.

En parall¢le de 1’étude sur nos modeles in vivo, nous allons évaluer ’efficacité de notre
anticorps en préclinique chez le macaque. Cette étude préclinique nous permettra de définir la
pharmacologie, la toxicité et la pharmacocinétique de notre produit. De plus, cette étude
permettra d’évaluer I’effet clinique de notre anticorps sur la neutropénie. En effet, notre
anticorps étant capable d’induire 1’apoptose des neutrophiles sur le site inflammatoire, il est
primordial d’étudier son action sur les populations cellulaires en périphérie. De plus, nous
souhaitons mettre en évidence les effets néfastes et les doses optimales et toxiques chez le
primate ce qui nous permettra de trouver la meilleure dose biologiquement active. Afin
d’étudier ces effets en phase pré-clinique, un lot pilote de notre anticorps, aussi appelé CMC
(Chemical, Manufacturing and Controls) devra étre produit. Ce lot pilote sera controlé par les
regles de la GMP (Good Manufacturing Practices) alors que 1’étude pré-clinique sera dirigée
sous le cahier des charges de la GLP (Good Laboratory Practices). Ensuite, si cette étude
préclinique est validée, une phase | sera envisagée. Cette phase | pourrait étre évaluée chez des
volontaires sains dans un modeéle « d’ampoule » [473,474]. Ce modéle est notamment bien
caractérisé pour 1’étude de la résolution de I’inflammation. En effet, I’infiltration leucocytaire
dans ce modele est parfaitement étudiée et cela permettra d’évaluer 1’effet biologique de notre
anticorps en plus de la toxicité chez ’Homme. Si cette phase I est validée, une phase II puis III
sera envisagée. Afin de mener au mieux ces phase Il et 111, la meilleure indication thérapeutique
doit étre choisie. Compte tenu de nos effets thérapeutique in vivo dans des modeéles de colites,
nous envisageons, au premier abord, d’étudier les effets cliniques chez des sujets atteints de
maladie de Crohn ou pour rappel, les patients présentent un fort déficit de la résolution de

I’inflammation.
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CONCLUSION

Actuellement 41 millions de personnes décedent par an de maladies inflammatoires chroniques,
dont 6 a 8 millions de personnes atteintes de maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin
(MICI) [475,476]. Cette prévalence a notamment augmenté de 85 % entre 1990 et 2017.
Toutefois, I’incidence de mortalité a diminué ces dernic¢res années passant de 0,61/100 000 en
1990 & 0,51/100 000 en 2017 représentant 0,07 % de la mortalité globale des MIC [476]. Ceci
s’explique, en partie, par la découverte de nouveaux traitements notamment les anti-TNFa et
les anti-intégrines [392,404,477]. Néanmoins, 33 % de ces patients ne répondent pas aux anti-
TNFo ou aux anti-intégrines demeurant alors dans une impasse thérapeutique [10,427]. De plus,
50 % des patients répondeurs acquierent une résistance secondaire aprés 52 semaines de
traitement, les laissent eux aussi dans une impasse thérapeutique. Il est donc nécessaire de

mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Nous avons mis en évidence une nouvelle cible thérapeutique chez des patients atteints de MICI
(RCH et MC) en démontrant une surexpression du récepteur ChemR3 chez les patients
réfractaires aux anti-TNF ou au Védolizumab avant et apres traitement. Cette surexpression du
récepteur ChemR23 est associée a une augmentation de la signature des neutrophiles et des
macrophages pro-inflammatoires. Ceci suggére un échec de résolution de I’inflammation dans
ces pathologies, qui serait donc une bonne cible thérapeutique par notre anticorps anti-
ChemR23.

Compte tenu de I’efficacité préclinique de la Résolvine E1 dans des modeles de colite aigué,
nous avons évalué le potentiel thérapeutique d’un anticorps agoniste de ChemR23 dans ces
mémes indications. Nous avons, tout d’abord, mis en avant que 1’activation de la voie ChemR23
par notre anticorps permet d’accélérer la phase de résolution de I’inflammation dans deux
modeles de colite aigué induite en accelérant la récupération du poids initial ainsi que la
consistance des selles et en réduisant la rétractation du colon reflétant 1’effet pro-résolutif de
notre anticorps sur ces modeles. De plus, nous avons évalué son potentiel thérapeutique dans
un modele utilis¢ comme modele de référence pour étudier la résolution de I’'inflammation, le
modele d’air-pouch. Dans ce modéle, nous avons identifié une accélération de la clairance du
site inflammatoire, avec une diminution du nombre de neutrophiles associée a une

augmentation du pourcentage de mortalité des neutrophiles. Nous avons également observé que
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I’amplitude de I’inflammation est identique entre les souris contrdles et les souris ayant recu
I’injection de 1’anticorps anti-ChemR23, suggérant que ce traitement n’agit pas comme un anti-

inflammatoire mais bien comme un pro-résolutif.

Nous avons donc, par la suite, caractérisé le mode d’action de notre anticorps. Etant donné les
effets pro-résolutifs de la RvEl au travers ChemR23, nous avons évalué¢ I’effet de notre
anticorps sur les mémes effets biologiques. Nous avons mis en évidence que notre anticorps
permet d’activer les mémes voies de signalisation que la RvE1 (ERK et Akt) en induisant les 3
mécanismes de la résolution de I’inflammation : 1) diminuer I’infiltration leucocytaire, 2)
induire 1’apoptose des neutrophiles et 3) augmenter 1’efferocytose. De plus, nous avons observé
une augmentation de la sécrétion des ROS par les neutrophiles suggérant un mode d’action
supplémentaire de notre anticorps. Nous avons donc mis en évidence que notre anticorps active

tous les mécanismes de la résolution de I’inflammation et permet de résoudre 1’inflammation

Par la suite, nous avons testé le potentiel thérapeutique de notre anticorps dans des modeéles de
colites chroniques dépourvus de résolution, pour lesquels I’axe de ChemR23 n’a jamais été
étudié auparavant. Nous avons observé une protection contre la chronicité de la pathologie
lorsque les souris sont traitées avec un anticorps agoniste de ChemR23 en curatif dans deux
modeles de colites chroniques, I’IL10-KO et le Rag1lKO. Cette protection est associée a une
diminution de I’infiltrat des LT et des neutrophiles dans le colon. Cependant, cet effet reste
restreint au site inflammatoire puisque nous avons observé que les populations ciblées par notre
anticorps n’expriment ChemR23 que sur le site inflammatoire et ne sont pas affectées dans les

organes lymphoides secondaires ou elles sont présentes.

Les MICI semblent donc étre de bonnes cibles thérapeutiques puisqu’ils présentent un défaut
de résolution de I’inflammation associée a une surexpression d’une nouvelle cible
thérapeutique, ChemR23. Ce récepteur de la résolution est non seulement présent/exprimé sur
le site inflammatoire mais est également associé a un échec des thérapies conventionnelles le

rendant attractif comme nouvelle cible thérapeutique tres prometteuse.
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ANNEXES

Annexe 1: Brevet 1: CMKLR1 agonists having a resolvin el-like capability and their
therapeutic applications

CMKLR1 AGONISTS HAVING A RESOLVIN E1-LIKE CAPABILITY
AND THEIR THERAPEUTIC APPLICATION
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Field of the invention

[1] The invention pertains to the field of immunotherapy. The present invention
provides anti-chemerin receptor antibodies which have a resolvin E1-like agonist
activity on chemokine like receptor-1 (CMKLR1 or ChemR23), for use in the
resolution of an inflammation in particular occurring during cancer, an autoimmune
disease, an infection, a chronic inflammatory disease, a chronic infection or sepsis,

by sustaining or initiating the resolution phase of inflammation.

Background of the invention

[2] The critical role of inflammatory processes in health and diseases has long been
recognized. The detailed molecular mechanisms and biological events that regulate
the progression and the resolution of inflammation remain of critical interest. Recent
investigations have provided strong evidence that the resolution of inflammation is
not a passive process, as believed earlier. Resolution of the inflammation is instead
a biosynthetically active process, regulated by biochemical mediators and
receptors-signaling pathways. Resolution is therefore driven by specialized pro-
resolving mediators. Inflammation is a physiological mechanism that occurs during
an infection, an injury or a traumatism. Inflammation is inevitable and usually
salutary, and its response is orchestrated by a delicate balance between positive
and negative feedback loops. The inflammation is usually divided in 3 steps:
initiation, amplification and resolution.

[3] The resolution process which allows the ending of the inflammatory response is a
complex process involving the sequential and chronological engagement of cellular
(e.g. granulocytes or macrophages) and chemical (e.g. cytokines or specialized
pro-solving mediators or factors) effectors.

[4] Chemokine-like receptor 1 (CMKLR1), also known as ChemR23, and chemokine
receptor-like 2 (CCRL2) are 7-transmembrane receptors identified by their
homology to known G-protein-coupled receptors (AJ Kennedy and AP Davenport,
2018). The Chemokine-like Receptor 1 (CMKLR1; also named Dez in Murine
animals), is an orphan G protein—coupled receptor related to GPR-1 (38% overall
amino acid identity), C3a receptor (38%), C5a anaphylatoxin receptor (36%) and
formyl Met-Leu-Phe receptors (35%). CMKLR1 is more distantly related to the

chemokine receptors subfamily (Samson et al., 1998). CMKLR1 is expressed on
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[5]

[6]

[7]

[8]

monocytes, on macrophages, on dendritic cells, and NK on cells, as well as on
adipocytes and endothelial cells. At least two ligands have been identified. The first
ligand is the protein Chemerin, which is a chemoattractant protein exerting a
stimulation of dendritic cells and macrophages to the site of inflammation.

The second ligand of CMKLR1 is the lipid mediator Resolvin E1 (RVE1 - Formal
Name: 5S,12R,18R-trihydroxy-6Z,8E,10E,14Z,16E-eicosapentaenoic acid; CAS
Number: 552830-51-0) that belongs to the Resolvin family. The anti-inflammatory
lipid mediator Resolvin E1 inhibits leukocyte infiltration and pro-inflammatory gene
expression.

Initially, the interest in the chemerin system (i.e. the signaling pathway(s) activated
or not by Chemerin receptors by their ligands like Chemerin and Resolvin) was
focused on its role in inflammation and chemotaxis of immune cells following its
discovery in psoriasis disease. Most recently, in connection with its role in
inflammation, in obesity, metabolic syndrome, its potential role in association with
cardiovascular functions has been considered, as well as role in reproductive
biology. Therefore, the chemerin system is of major interest for its role in the
inflammation process, in particular for its role in the resolution of the inflammation.
A number of diseases are related to delay or disruption of the resolution process.
Most of the specialized pro-resolving factor mediators currently known are derived
from polyunsaturated fatty acids, including lipoxins, the resolving family, including
E-series resolvins and D-series resolvins, protectins, and maresins. Nonetheless,
pro-resolving molecules are difficult to synthesize because of their lipidic nature.
Production of pro-resolving molecules in sufficient quantities, for a clinical trial for
example, is a burden, and very few SPM have gone through efficient production.
Besides that, antibodies specifically targeting G-protein-coupled receptors are
difficult to produce. There is therefore a need for molecules having the capability to
take part, in particular to initiate or enhance the resolution stage of the inflammatory
response like pro-resolving factors.

A number of diseases are related to delay or disruption of the resolution process..
There is therefore a need for molecules having the capability to take part, in
particular to initiate or enhance the resolution stage of the inflammatory response
like pro-resolving factors.

The present inventors showed for the first time that the use of an agonist of

CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability induces positive effects towards the
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resolution of the inflammation. As illustrated in the present description of the
invention, the CMKLR1-agonist compound of the invention exerts various effects in
myeloid cells, leading to initiation and/or progression of the resolution stage of an
inflammatory process. In the following description, without any contrary mention,
agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability may be identified as the or
a “agonist”; both terms include an antibody or antigen-bind fragment thereof (also
reference anti-CMKLR1 antibody), a protein, a peptide or a polypeptide; the term
compound or anti-CMKLR1 compound may also be used in the following
description as a synonym of “agonist” (of the invention), thereby including an
antibody or antigen-bind fragment thereof (also reference anti-CMKLR1 antibody),
a protein, a peptide or a polypeptide. Among the effects provided by the use of such
an agonist, the following particular effects have been demonstrated:

an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability induces the apoptosis
of polymorphonuclear neutrophils (also simply referenced neutrophils, PMN or
PMNs herein), and/or the decrease or the inhibition of the migration capability of
these cells, in particular through the inhibition of their capacity of transmigration
through endothelium towards the site of inflammation as described later in the
application

an agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability induces the
internalization of different receptors expressed on the cell surface on various
myeloid cells, notably macrophages and/or dendritic cells, thereby enhancing the
processes which induce or sustain the resolution of the inflammation as described
later in the application;

in particular an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability induces the
internalization of different receptors CMKLR1, and CXCR4 and/or CCR7 expressed
on the cell surface of macrophages and/or dendritic cells, such internalization
leading to the much lower targeting and recognition of the CXCR4, CCR7 receptors
by cytokines known to induce the migration of the cells in direction to the site of
inflammation, and as a consequence leading to the decrease or inhibition of the
migration of macrophages and/or dendritic cells from the site of inflammation to
secondary lymphoid organs and/or towards the site of inflammation;

An agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability decreases or inhibits
the capability of neutrophils and macrophages and/or dendritic cells to migrate; in

particular, it decreases or inhibits the ability of neutrophils to transmigrate through
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the site of inflammation by lowering the rolling capability of these cells due to the
internalization and/or the decrease of cell surface expression of CD62L, reducing
their ability to transmigrate through the endothelium;

- In a particular aspect of the invention, the inventors demonstrated that agonist of
CMKLR1 having a Resolvin El-like capability comprising a domain suitable for
interaction with a Fc receptor, like IgG constant domain, in particular IgG1 constant
domain, are particularly efficient. The Fc Receptors of macrophages or neutrophils
recognize particularly very efficiently the Fc fragment of the anti-CMKLR1 1gG-
constant domain, or IgG1 constant domain, leading or contributing to the apoptosis
of the neutrophils recognized by the anti-CMKLR1 IgG1-antibodies

- The inventors herein demonstrate that myeloid cells which are involved in the
inflammation process (i.e. which sustain inflammation) and which express
CMKLR1, and CXCR4 and/or CCR7, are particularly suitable targets for an agonist
of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability, for the treatment of a pathological
inflammation process.

[9] Therefore, agonists of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability represent a
useful therapeutic tool to enhance or sustain the resolution of the inflammation,
and/or inhibit negative effects of an inflammation, in particular in chronic
inflammation. Some chemical agents have proven their pro-resolutive effect on
acute inflammation but none of them is able to positively induce or sustain the

resolution of a chronic inflammation.

Summary of the invention

[10] The invention relates to an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1l-like
capability for use in the therapeutic treatment of an inflammatory condition in a
patient, in particular an inflammatory condition wherein the resolution phase of the
inflammation is delayed or disrupted, in particular in a chronic inflammation, in
particular said agonist being selected from the group consisting of an antibody or
antigen-binding fragment thereof, a peptide, a polypeptide and a protein.

[11] In a first aspect, the invention relates to an agonist of anti-Chemerin Like
Receptor 1 (CMKLR1) having a Resolvin E1-like capability , for use in the treatment
of a patient suffering from an inflammatory condition, in particular an inflammatory

condition wherein the resolution of inflammation is delayed or disrupted, wherein
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the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is selected from the
group consisting of an antibody or antigen-binding fragment thereof, a peptide, a
polypeptide and a protein, and wherein the agonist :

- induces or activates the apoptosis of neutrophils at the site of inflammation, and/or

- inhibits or decreases the transmigration capability of neutrophils through
endothelium towards the site of inflammation, and/or

- inhibits the migration of macrophages and/or of dendritic cells from the site of
inflammation to secondary lymphoid organs and/or towards the site of
inflammation. The invention relates to the use of an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1l-like capability, like an antibody, in particular a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, to induce or enhance or activate the apoptosis of
neutrophils, in the treatment of an inflammatory condition, in particular an
inflammatory condition wherein the resolution of inflammation is delayed or
disrupted.

[12] In a second aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted, wherein the condition may be improved or
prevented by reducing or inhibiting the transmigration capability of neutrophils to a
site of inflammation.

[13] The invention relates to the use of an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or antigen-binding
fragment thereof, to reduce or inhibit the transmigration capability of neutrophils to
a site of inflammation, for the treatment of an inflammatory condition, in particular
an inflammatory condition wherein the resolution of inflammation is delayed or
disrupted.

[14] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, to reduce or inhibit the capability of macrophages
to migrate from a site of inflammation to secondary lymphoid organs, for use in the
treatment of an inflammatory condition, in particular an inflammatory condition

wherein the resolution of inflammation is delayed or disrupted.

155 | Page



[15] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability, in particular an antibody or humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted, wherein the condition may be improved by
decreasing the cell surface expression of CMKLR1 and CXCR4 and/or CCR7. In a
particular embodiment, the cell surface expression is considered on macrophages
and/or dendritic cells.

[16] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, to decrease the cell surface expression of
CMKLR1, and CXCR4 and/or CCRY7, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted. In a particular embodiment, the cell surface
expression is considered on macrophages and/or dendritic cells.

[17] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability y, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted, wherein the condition may be improved by
inducing the internalization of CMKLR1, and CXCR4 and/or CCR7. In a particular
embodiment, the internalization is considered on macrophages and/or dendritic
cells.

[18] In a particular aspect, the invention relates to the use of an agonist of CMKLR1
having a Resolvin El-like capability, in particular an antibody or a humanized
antibody, or antigen-binding fragment thereof, to induce the internalization of
CMKLR1, and CXCR4 and/or CCRY7, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted. In a particular embodiment, the internalization
is considered on macrophages and/or dendritic cells.

[19] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, for use in the treatment of an inflammatory

condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
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inflammation is delayed or disrupted, wherein the condition may be improved by
decreasing the cell surface expression/recognition of CD62L. In a particular
embodiment, the cell surface expression is considered on neutrophils.

[20] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1l-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding  fragment  thereof, to decrease the cell surface
expression/recognition of CD62L, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted. In a particular embodiment, the cell surface
expression is considered on neutrophils.

[21] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1l-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, for use in the treatment of an inflammatory
condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution of
inflammation is delayed or disrupted, wherein the condition may be improved by
inducing the internalization/or shedding of CD62L. In a particular embodiment, the
internalization and/orshedding is considered on neutrophils.

[22] In a more particular embodiment, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability is an antibody which is or is issued or is derived from a human IgG1
isotype.

[23] In a particular aspect, the invention relates to an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability, in particular an antibody or a humanized antibody, or
antigen-binding fragment thereof, to induce the internalization of CD62L, for use in
the treatment of an inflammatory condition, in particular an inflammatory condition
wherein the resolution of inflammation is delayed or disrupted. In a particular
embodiment, the internalization is considered on neutrophils. In a more particular
embodiment, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1l-like capability is an
antibody which is or is issued or is derived from a human IgG1 isotype.

[24] In a particular aspect, the invention also relates to a method for treating an
inflammatory condition, in particular an inflammatory condition wherein the
resolution of inflammation is delayed or disrupted by administering an agonist of
CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability.

[25] In a particular aspect, the invention relates to a method for treating an

inflammatory condition, in particular an inflammatory condition wherein the
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resolution of inflammation is delayed or disrupted, by inducing or enhancing or
activating the apoptosis of neutrophils by administering an agonist of CMKLR1
having a Resolvin E1-like capability.

[26] In a particular aspect, the invention relates to a method for treating an
inflammatory condition, in particular an inflammatory condition wherein the
resolution of inflammation is delayed or disrupted, by reducing or inhibiting the
transmigration capability of neutrophils to a site of inflammation by administering
an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability.

[27] In a particular aspect, the invention relates to a method for treating an
inflammatory condition, in particular an inflammatory condition wherein the
resolution of inflammation is delayed or disrupted, by inducing the internalization
and/or decrease of CMKLR1 and CXCR4 and/or CCR7 by administering an agonist
of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability. In a more particular embodiment,
the internalization/decrease is considered on macrophages.

[28] In a particualr embodiment of the invention, the CMKLR1 is a human CMKLR1,

which corresponds to NCBI Protein accession number Q99788.2.

Detailed description of the invention

[29] The invention concerns an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like
capability, like but not limited to an antibody, for use in the treatment of a
pathological condition wherein inflammation is concerned. In the following
description, an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is an anti-
CMKLR1 antibody, or antigen-binding fragment thereof, peptide, polypeptide or
protein which binds to CMKLR1 (also known as Chemerin Like Receptor 1 or
ChemR23) and has an agonist capability as compared to the binding of Resolvin
E1lto CMKLR1,; i.e. the agonist has an effect on CMKLR1-positive cells comparable
to at least one effect provided by the binding on these cells of resolvin E1. In
particular embodiment, the compound may be considered as an anti-CMKLR1
agonist having a Resolvin E1-like capability when the G-protein signaling pathway
is activated in CMKLR1-potitive cells stimulated with the agonist of the invention,
and in a more particular embodiment, also when the B-arrestin pathway is not

activated, and in particular conditions, the B-arrestin pathway is inhibited. In

158 |Page



particular, the invention concerns an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like
capability for use in the treatment of a pathological condition wherein the resolution
of the inflammation is delayed or disrupted. “A delay or a disruption in the resolution
of an inflammatory condition” occurs when the resolution of inflammation is delayed
or disrupted as compared to a normal resolution (i.e. the resolution occurring in a
patient who experiences normal resolution after an inflammatory event). A
resolution delay or defect can result in an increased penetration of granulocytes at
the inflammatory site. Hence, a resolution delay or defect may be assessed by
guantification of granulocytes at the inflammatory site. Granulocyte population may
be measured for example by histology, cytometry or indirect biochemical
techniques such as elastase quantification by enzyme immunoassay or molecular
guantification by PCR of granulocyte receptor 1). A resolution delay or defect may
also be assessed by the determination of a delay in the apoptosis of granulocytes,
measured for example by cytology using specific antibodies against annexin 5. A
defect or a delay in the resolution of the inflammation may also be determined by
assessing by quantifying the synthesis of pro-inflammatory cytokines such as TNF-
alpha, IL8 or IL12 and anti-inflammatory cytokines such as IL-10. Cytokine
secretion may be assessed by enzyme immunoassay or by PCR. A defect or a
delay in the resolution of the inflammation may also be determined by assessing
the activation of transcription factors involved in the synthesis of inflammatory
cytokines, such as NF-kappaB which can be measured for example by nuclear
translocation or by Western blot and/or by quantification of the level of degradation
of IkappaB). A defect or a delay in the resolution of the inflammation may also be
determined by quantifying specialized pro-resolving mediators (such as lipoxins,
resolvins, protectins or maresins) or their precursors (like 17-HDOHE or 14-
HDOHE) by mass spectrometry or enzyme immunoassay. A defect or a delay of
the resolution then results in a defect of the synthesis of one or more of these
mediators. A resolution defect or delay can also be determined when expression of
the receptors of the resolution molecules is decreased. These receptors may be
selected from the group comprising ALX, CMK1R1, GPR32 or GPR18. Alternatively
or complementarily, the internalization and processing of those receptors into the
cytoplasm may also be assessed. Alternatively or complementarily, expression of
some receptors of inflammatory cytokines or lipids may also be assessed, an

overexpression compared to a normal condition being significant of a delay or a
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defect in the resolution of the inflammation. These conditions may be measured by
histology, cytology or PCR. The resolution defect can also result in a decreased or
inhibited switch of proinflammatory to proresolutive macrophages, a damage in
phagocytosis or efferocytosis of the same cells. Hence, a delay or a defect of the
resolution may be assessed by analyzing the switch of proinflammatory to
proresolutive macrophages in a particular condition as compared to a normal
condition, as exemplified in the examples of the present invention.

[30] In a preferred embodiment of the invention, the agonist is an antibody, or an
antigen-binding fragment-thereof.

[31] An “agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability” may also be
defined as an antibody or antigen-binding fragment thereof, a peptide, a
polypeptide or protein, able to bind CMKLR1, and thereby able to induce the
phosphorylation of the Akt and/or Erk protein(s), as compared to a control antibody.
A control antibody may be an antibody which does not specifically bind CMKLR1.
Human CMKLR1 corresponds to the amino acid sequence of SEQ ID No. 1.

[32] Phosphorylation of a protein may be determined according to methods well
known by the skilled artisan, for example by the method disclosed in the examples
of the present description. In a particular embodiment, a compound of the invention
is a RvE1-like agonist, i.e. a compound of the invention is an agonist of CMKLR1
signaling pathway induced by RvEL. In other words, the anti-CMKLR1 compound
of the invention is an agonist of the interaction between RvVE1l and CMKLR1, in
particular between human RvE1 and human CMKLRL1. In a particular embodiment,
the compound of the invention enhances activation of the G protein pathway
induced by CMKLRL1. In another embodiment, the compound of the invention does
not induce the activation of the B-arrestin pathway induced by CMKLRL1. In another
embodiment, the compound of the invention inhibits the 3-arrestin pathway induced
by CMKLR1. In another embodiment, since a compound of the invention induces
at least one agonist effect of the binding of RvE1 to CMKLR1, and since RVE1l is a
pro-resolution factor or pro-resolution mediator, a compound of the invention is a
pro-resolution factor or a pro-resolution mediator.

[33] As a result of binding and activation of the receptor to produce a biological
response, the compounds of the invention may lead to the activation of the G
protein signaling pathway, in particular Gai signaling pathway and/or Gao, without

activating the B-arrestin pathway, in particular the compound of the invention may
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lead to the inhibition of the B-arrestin pathway. In particular, the binding of a
compound according to the invention induces the activation of Akt and/or Erk
protein(s) in vitro and/or in vivo, in particular in myeloid cells, and more particularly
in macrophages. The antibody is able to induce the phosphorylation of the Akt
and/or Erk protein(s), as compared to a control antibody. Phosphorylation of a
protein may be determined according to methods well known by the skilled artisan.
In other words, a Resolvin-E1 like agonist antibody may be defined as an antibody
able to bind CMKLR1, and thereby able to induce the phosphorylation of the Akt
and/or Erk protein(s), as compared to a control antibody. A control antibody may
be an antibody which does not specifically bind CMKLR1.

[34] In a preferred embodiment of the invention, the agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El-like capability binds specifically to the third extra loop of CMKLR1
which corresponds to the amino acid sequence of SEQ ID No. 2, and more
particularly to an epitope localized within the third extra-loop of CMKLR1, in
particular to an epitope located within amino acid residue sequences set forth in
SEQ ID No: 2 or consisting of SEQ ID No: 3 or consisting of SEQ ID No. 4. An anti-
CMKLR1 compound binding within this particular region of CMKLR1 may have an
agonist property on CMKLR1, thereby mimicking the binding of RvE1 to CMKLR1.

[35] It should be noted that, on the contrary to a resolvin mimetic, the provision of an
agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability as defined herein provides
an interesting pharmacokinetic profile, as well as a long-lasting effects due its better
half-life, which is advantageous when the condition to be treated is related to a
chronic inflammatory condition.

[36] In some embodiments, the antibody is a humanized antibody, in particular a
humanized monoclonal antibody. As used herein, "humanized" describes
antibodies issued from non-human species whose protein sequences have been
modified to increase their identity to antibody variants produced naturally in human.
Accordingly having been originally obtained in animals, especially in rodents and in
particular in rats, following immunization of animals and production of antibodies,
particularly monoclonal antibodies from hybridoma, the antibodies are then
modified in their VH and/or VL sequences by substitution of amino acid residues,
in the framework and optionally in addition in the CDR sequences to obtain
humanized antibodies. Particularly, said humanized antibody has less than 10% of

mutated amino acid residues, preferably one or no mutated amino acid residue, in
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individually considered CDR regions with respect to the original CDRs regions.
Methods of humanization include, but are not limited to, those described in U.S.
Pat. Nos. 4,816,567, 5,225,539, 5,585,089, 5,693,761, 5,693,762 and 5,859,205.

[37] In some embodiments, the antibody is a fully human antibody, in particular a
fully human monoclonal antibody. Fully human monoclonal antibodies also can be
prepared by immunizing mice transgenic for large portions of human
immunoglobulin heavy and light chain loci. See, e.g., U.S. Pat. Nos. 5,591,669,
5,598,369, 5,545,806, 5,545,807, 6,150,584, and references cited therein. These
animals have been genetically modified such that there is a functional deletion in
the production of endogenous (e.g., murine) antibodies. The animals are further
modified to contain all or a portion of the human germ-line immunoglobulin gene
locus such that immunization of these animals will result in the production of fully
human antibodies to the antigen of interest. Following immunization of these mice
(e.g., XenoMouse(Abgenix), HUMAb mice (Medarex/GenPharm)), monoclonal
antibodies can be prepared according to standard hybridoma technology. These
monoclonal antibodies will have human immunoglobulin amino acid sequences and
therefore will not provoke human anti-mouse antibody (KAMA) responses when
administered to humans. In vitro methods also exist for producing human
antibodies. These include phage display technology (U.S. Pat. Nos. 5,565,332 and
5,573,905) and in vitro stimulation of human B cells (U.S. Pat. Nos. 5,229,275 and
5,567,610).

[38] In a particular embodiment, a compound of the invention does not interfere with
the binding of Chemerin to CMKLR1. Chemerin is one of the natural ligand of
CMKLR1. In other words, a compound according to the invention is not an agonist
nor an antagonist of the interaction between Chemerin and CMKLRL1.

[39] The various antibody molecules and fragments may derive from any of the
commonly known immunoglobulin classes (isotypes), including but not limited to
IgA, secretory IgA, IgE, IgG and IgM. IgG subclasses are also well known to those
in the art and include but are not limited to human IgGl, IgG2, IgG3 and 1gG4.

[40] The inventors assessed the effect of an agonist of CMKLR1 having a Resolvin
E1-like capability in different myeloid cells and demonstrated for the first time that
the use of such agonist compound increases the apoptosis of polymorphonuclear
neutrophils, referenced herein under the acronym PMN or PMNs, on the

inflammation site. PMN cells are a category of blood cells known to contribute to
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the inflammatory response. Neutrophils are usually located at the site of
inflammation and their presence sustain the inflammatory process, thereby
preventing the resolution of the inflammation to be initiated or to be actively
sustained, which may lead to chronic inflammation. Neutrophils are the most
abundant cell type involved in the innate immune response. They are rapidly
recruited to sites of injury or infection where they engulf and kill invading
microorganisms. Neutrophil apoptosis, the process of programmed cell death that
prevents the release of neutrophil histotoxic contents, is tightly regulated and limits
the destructive capacity of neutrophil products to surrounding tissue. The induction
of apoptosis of neutrophil itself exerts an anti-inflammatory effect through
modulation of surrounding cell responses, particularly macrophage phagocytosis.
The regulation of apoptosis of neutrophils is crucial for therapeutic intervention in
inflammatory related-diseases. As illustrated in the examples of the invention, the
use of an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability on PMNs induces
a strong apoptosis of neutrophils, as compared to a control compound, like an
antibody, during the inflammation induction. The use of an agonist of CMKLR1
having a Resolvin El-like capability may therefore lead to reduce the adverse
effects of inflammation, especially when its resolution is delayed or disrupted. It
should be noted that, in a particular embodiment of the invention, the effect on the
apoptosis of neutrophils is not accompanied by any other irreversible negative
effect on immune cells, in particular on immune cells not located on the site of
inflammation. Except the induced apoptosis of neutrophils on the site of
inflammation, a treatment with the compound of the invention does not lead to the
apoptosis of all neutrophil population. This feature may be very advantageous to
reduce side-effect(s) of a therapy with the compounds described herein. The effect
on neutrophils apoptosis may therefore be limited, i.e. the apoptosis of neutrophils
may be limited to a portion of the overall population of neutrophils, thereby limiting
the side effects associated with depletion of neutrophils, but having a sufficient
effect to induce or sustain the resolution of the inflammation. Accordingly, in a
preferred embodiment of the invention, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin
El-like capability induces a limited apoptosis of neutrophils, as compared to a
control, between 20% and 60% of the overall number of neutrophils on the site of

inflammation is induced into apoptosis.
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[41] The apoptosis of neutrophils may be assessed according to the method
described in the examples of the invention. It may be considered that apoptosis of
neutrophils is enhanced or activated when the number of neutrophils at the site of
inflammation is lower when the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like
capability is administered to the neutrophils, as compared to a negative control
antibody. In a more particular embodiment, it may be considered that apoptosis of
neutrophils is enhanced or activated when the percentage of dead neutrophils on
the inflammation site is at least 20% higher, more particular at least 40% higher
after 24 hours when the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is
administered to the neutrophils, as compared to a negative control antibody.

[42] In a particular embodiment of the invention, the agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability enhances the cleavage of the active form of caspase-3
in neutrophils, thereby leading to caspase-3 dependent apoptosis. The inventors
indeed found that the agonists of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability
have a positive effect on the apoptosis of neutrophils through the activation of
caspase-3 (e.g. by enhancing the cleavage of the active form of caspase-3). It may
be considered that apoptosis is enhanced or induced when the expression of
caspase-3 is over 1-log, more preferably 2-log, and most preferably 3-log, after 11
hours of treatment with an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability
as compared to a negative control. In a particular embodiment, more than 50% of
neutrophils are depleted when a agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like
capability is in contact with neutrophils after 24 hours of treatment, as compared to
control antibodies or non-humanized anti-CMKLR1 antibody of the prior art.
Apoptosis of neutrophils induced by agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like
capability is also illustrated by the rise of the reactive oxygen species (ROS) in
neutrophils treated with the antibody. Rise of ROS is known to have a role in
apoptosis. Induced or enhanced apoptosis of neutrophils may be considered
positive when, in a define sample, the ROS positive cells is over 10% after 5 hours
of treatment with an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability. The
method for determining the ROS positive cells may be performed by methods
known in the art, like but not limited to the one described in the examples of the
present invention.

[43] The inventors also examined the effect of an agonist of CMKLR1 having a

Resolvin El-like capability on the migration and transmigration of neutrophils.
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Migration is the capability of neutrophils to reach the site of inflammation.
Transmigration is the capability of neutrophils to migrate towards the site of
inflammation through the endothelium.

[44] Neutrophils migrate after recruitment to the inflammatory site, thereby initiating,
enhancing and/or sustaining the inflammatory process, and prevent the initiation of
the resolution process. The agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability
have the capability to reduce or inhibit the capability of neutrophils to migrate to the
site of inflammation. The agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability
have the capability to reduce or inhibit of PMNs towards the site of inflammation,
through endothelium. When neutrophils are in contact with an agonist of CMKLR1
having a Resolvin E1-like capability, their transmigration capability and/or migration
capability is greatly reduced, preventing them to relocate to the site of inflammation,
and exert their pro-inflammatory effects. The regulation of neutrophils migration into
inflamed tissue or infected tissue may be useful to effectively treat these conditions.
The inhibition of this migration capability for treating inflammatory diseases, like but
not limited to chronic inflammatory diseases, is a leverage for reducing negative
effects of inflammation or infection.

[45] In a particular embodiment of the invention, the migration and transmigration of
neutrophils towards the site of inflammation is prevented or reduced by the
administration of anagonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability which
comprises a humanized protein able to interact with Fc Receptors found on the
surface of certain cells (including, among others, B lymphocytes, follicular dendritic
cells, natural killer cells, macrophages, neutrophils, eosinophils, basophils, human
platelets, and mast cells) in particular neutrophil or dendritic cells that contribute to
the protective functions of the immune system. These receptors interact with the
IgG portion of antibodies. IgG domains, like I1gG, IgE, IgA and IgM. In a particular
embodiment of the invention the agonist comprises at least a portion of an IgG
domain, more particularly a IgG domain, and most particularly a IgG1 domain, or a
humanized 1gG1 domain. Therefore, in a particular embodiment, the agonist of
CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is a humanized antibody with human
constant regions derived or issued from human IgG1. In a particular embodiment,
the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability antibody is of the
human IgG1 isotype, i.e. the constant fragment of the heavy chain and of the light

chain are derived or issued from a human IgG1 antibody constant heavy chain and
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light chain fragment. Accordingly, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability antibody of the present invention comprises a Fc domain of 1gG
isotype, more particularly of human IgG1 isotype.

[46] As illustrated in the working examples of the invention, the inventor found that
when the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is an antibody
which comprises a Fc domain of human IgG1, it may interact with FcReceptor (FCR)
expressed on the cell surface of macrophages and neutrophils along with its
interaction with CMKLR1. This double interaction leads to lower the cell membrane
availability (through internalization and/or shedding) of L-selectin, also known as
CD62L, a cell adhesion molecule found on neutrophils, thereby reducing the
migration and transmigration capability of neutrophils treated with an agonist of
CMKLR1 having a Resolvin El-like capability antibody. Indeed, the reduction of
CD62L availability on the cell surface of neutrophils reduces the rolling capability of
these cells on the endothelium; these cells have therefore a reduced capability to
transmigrate through the endothelium. It may be considered that a neutrophil has
a reduced migration and/or transmigration capability when the cell surface
expression of CD62L is reduced by at least 1-log in a staining experiment, as
compared to a negative control. The staining of CD62L may be performed by
methods known in the art, like but not limited to the method illustrated in the
examples of the invention.

[47] In a particular embodiment of the invention, the variable regions of the antibody
may be associated with antibody constant regions, like 1Gg1, 1gG2, IgG3 or IgG4
constant regions. These constant regions may be further mutated or modified, by
methods known in the art, for modifying their binding capability towards Fc receptor.
In a particular embodiment, the antibody or antigen-binding fragment thereof
according to the invention is a humanized monoclonal antibody, in particular
wherein the antibody light chain constant domain is derived from a human kappa
light chain constant domain, in particular wherein the light chain constant domain
comprises or consists of the sequence of SEQ ID No: 9, and wherein the antibody
heavy chain constant domain is derived from a human IgG1, 1gG2, IgG3, or IgG4
heavy chain constant domain, in particular wherein the antibody heavy chain
constant domain comprises or consists of the amino acid sequence of SEQ ID 10,
SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13 or SEQ ID No. 14, in particular from

a human IgG1 heavy chain constant domain, in particular wherein the antibody
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heavy chain constant domain comprises or consists of the amino acid sequence of
SEQ ID No:10 or SEQ ID No. 13.

[48] The agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability induces
internalization, or reduction, of cell surface expression of CD62L, and may therefore
contribute to increase efficiency of the agonist when it is an antibody with a IgG
domain. Disclosed herein is antibody compound representing a preferred
embodiment, wherein in the presence of the agonist of CMKLR1 having a Resolvin
El-like capability, the cell surface expression of CD62L, and preferably of CD62L
and CMKLR1, is significantly decreased. As used herein, a compound which
induces the internalization and/or shedding of CD62L, and preferably of CD62L and
CMKLR1 means that cells, in particular neutrophils, incubated in the presence of a
compound of the invention display decreased cell surface expression of CD62L,
and preferably of CD62L and CMKLR1 as compared to cells incubated in the
absence of the compound of the invention. Cell surface expression is preferably
measured in vitro after a limited incubation time and in temperature conditions as
mentioned in the examples of the invention. In a preferred embodiment, the
compound of the invention does induce the internalization and/or shedding of
CD62L, and preferably of CD62L and CMKLRL1. Thus, the cell surface expression
of CD62L, and preferably of CD62L and CMKLRL1 in cells incubated in the presence
of the compound of the invention is reduced, or is significantly reduced, relatively
to cell surface expression in cells incubated in otherwise identical conditions, but in
the absence of the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability. In
particular embodiments, when incubated at 37 °C for 30 to 45 minutes in the
presence of 10 pg/mL of the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like
capability, the level of CD62L, and preferably of CD62L and CMKLRL1 cell surface
expression is lower than 80 %, preferably lesser than 60%, and most preferably
lesser than 50 %, of its level in cells incubated in the absence of the agonist of
CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability.

[49] In a surprising manner, the inventors found that humanized IgG1 antibodies of
the invention that are agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability do
not induce cytotoxicity in vivo. In a preferred embodiment, such antibody does not
induce cytotoxicity since no decrease in CMKLR1-positive cells is observed after
administration of the compound of the invention. The use of an agonist of CMKLR1

having a Resolvin El-like capability that is a humanized IgG1 antibody may not
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exhibit a cytotoxic activity on CMKLR1-positive cells. The inventors illustrated that
the treatment of an inflammatory condition with a IgG1 antibody of CMKLR1 having
a Resolvin E1-like capability does not deplete CMKLR1+ cells, including myeloid
cells, despite the known adverse effect usually associated with IgG1 derived
antibody.

[50] According to this embodiment, there is no depletion of myeloid cells, in
particular neutrophils and macrophages, in patients/animals treated with 1gG1
antibody agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability humanized.

[51] In another particular embodiment of the invention, the agonist of CMKLR1
having a Resolvin E1-like capability favors the concentration of macrophages at a
site of inflammation. Macrophages are known to help the restoration of tissue
function after injury, highlighting their important role in the modification of the local
microenvironment of the inflammation site to restore homeostasis. The agonist
compound (e.g. the antibody or antigen-binding fragment thereof, a protein, a
peptide or a polypeptide) may increase the overall number of macrophages at the
site of inflammation and/or modify the polarization of macrophages to favor pro-
resolutive macrophages. Overall number of macrophages may be assessed by
method known in the art, like but not limited to the method used in the examples of
the present invention. It may be considered that the agonist of CMKLR1 having a
Resolvin El1-like capability favors the concentration of macrophages at a site of
inflammation when the percentage of macrophages is at least 10 % higher in a
sample, like an exudate from a biological sample from a patient, treated with the
compound as compared to a negative control.

[52] In another particular embodiment of the invention, the agonist of CMKLR1
having a Resolvin El-like capability decreases the cell surface expression of
CMKLR1 and CXCR4 and/or CCRY. In a particular embodiment, the cell surface
expression is considered on neutrophils and/or macrophages and/or dendritic cells.
CXCR4, or chemokine receptor type 4 (CXCR-4) also known as fusin or CD184, is
an alpha-chemokine receptor. CXCR4’s expression is low or absent in many
healthy tissues, it was demonstrated to be expressed in over 23 types of cancer,
including breast cancer, ovarian cancer, melanoma, and prostate cancer.
Expression of this receptor in cancer cells has been linked to metastasis to tissues.
CCRY7, chemokine receptor type 7, a member of the G protein-coupled receptor

family is expressed in various lymphoid tissues and activates B and T lymphocytes.
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CCRY has been shown to stimulate dendritic cell maturation. CCR7 is also involved
in homing of T cells to various secondary lymphoid organs such as lymph nodes
and the spleen as well as trafficking of T cells within the spleen. CCR7 is expressed
by various cancer cells, such as nonsmall lung cancer, gastric cancer and
esophageal cancer. Expression of CCR7 by cancer cells is linked with metastasis
to lymph nodes.

[53] When the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability binds to its
target, CMKLR1, and CCR7 and/or CXCR4 are internalized. This internalization is
a potent leverage for treating inflammatory related diseases, in particular in antigen
presenting cells (APCs), and more particularly in dendritic cells. The
internalization/decrease of these receptors leads to an efficient resolution of the
inflammation. The decrease of chemokine receptors after binding of the compound
of the invention to its target at the macrophage and/or dendritic cells surface limits
and or prevents their migration through CXCR4 and/or CCR7 sensing.

[54] The internalization, or the reduction of cell surface expression of one or a
plurality of these receptors, induced or favored by the agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability may contribute to increase efficiency of the agonist of
the invention. Disclosed herein is an agonist representing a preferred embodiment,
wherein in the presence of the agonist, the cell surface expression of CMKLR1, and
CXCR4 and/or CCR7, is significantly decreased. As used herein, “agonist
compound inducing the internalization of CMKLR1, and CXCR4 and/or CCR7”
means that cells, in particular neutrophils and/or macrophages and/or dendritic
cells, incubated in the presence of the agonist display decreased cell surface
expression of CMKLR1, and CXCR4 and/or CCR7 as compared to cells incubated
in the absence of the agonist of the invention. Cell surface expression is preferably
measured in vitro after a limited incubation time and in temperature conditions as
mentioned in the examples of the invention. In a preferred embodiment, the agonist
of the invention does induce the internalization of CMKLR1 and CXCR4 and CCRY7.
In a preferred embodiment, the agonist of the invention reduces the cells surface
expression of CMKLR1 and CXCR4 and/or CCR7. Thus, the cell surface
expression of CMKLR1, andCXCR4 and/or CCR7 in cells incubated in the
presence of the agonist is reduced, or is significantly reduced, relatively to cell
surface expression in cells incubated in otherwise identical conditions, but in the

absence of the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability. In
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particular embodiments, when incubated at 37 °C for 30 to 45 minutes in the

presence of 10 pg/mL of the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like

capability, the level of CMKLR1 and CXCR4 and/or CCR7 cell surface expression
is lesser than 80 %, preferably lesser than 60%, and most preferably lesser than

50 %, of its level in cells incubated in the absence of the agonist of CMKLR1 having

a Resolvin E1-like capability.

[55] In a particular aspect of the invention, the inflammatory condition which is to be
treated is a condition wherein the inflammation is delayed or disrupted. The
inflammatory condition may be associated to a disease to be treated selected from
the group consisting of inflammatory diseases, acute respiratory distress syndrome
(ARDS), cancer, diabetes, immune diseases, autoimmune diseases, chronic
pulmonary obstructive disease (COPD), viral pneumonia, sepsis, burn, acute
coronary artery disease, rheumatoid arthritis, cystic fibrosis, infectious diseases,
leukemia/lymphoma, metabolic disorders, neuroinflammation.

[56] In a particular aspect of the invention, the inflammatory condition which is to be
treated is associated with the treatment of:

- an inflammatory disease, in particular acute inflammatory diseases, chronic
inflammatory diseases such as asthma, keratoconjunctivitis, periodontal
disease, eczema, inflammatory bowel disease, in particular Crohn’s disease or
colitis, in particular ulcerative colitis or spontaneous colitis, cystic fibrosis, NASH
(Nonalcoholic steatohepatitis), hepatic fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in
particular ANCA mediated vasculitis, anti-neutrophil cytoplasm antibodies-
related disease (ANCA), scleroderma, in particular wherein, as a result of the
administration of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced;

- an autoimmune disease such as diabetes, in particular type | diabetes,
psoriasis, lupus, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, Sjogren’s syndrome,
celiac disease, vasculitis, myasthenia gravis, or an infection disease such as
sepsis, peritonitis, degenerative diseases, wound healing disorders or dry eye
syndrome, in particular wherein, as a result of the administration of the
treatment, the resolution of inflammation is enhanced;

- a cancer, in particular metastatic cancers, solid or liquid cancers such as
carcinoma, more particularly hepatocarcinoma, in particular mammary
carcinoma or colon carcinoma, or lung cancer or myeloid cancer such as

leukemia, in particular a cancer wherein cancer cells express CMKLR1 or where
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the microenvironment of the tumor is invaded by cells expressing or
overexpressing CMKLR1, in particular wherein, as a result of the administration
of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced.

[57] Ina particular aspect of the invention, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin
E1l-like capability is used in the treatment of a patient suffering from NASH, hepatic
fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in particular ANCA mediated vasculitis, colitis, a
colon inflammation related disease, colorectal cancer, inflammation-linked
carcinogenesis, colon cancer, mesothelioma, autoimmune encephalomyelitis,
psoriasis, Sjogren disease, Cutaneous inflammation, pulmonary fibrosis,
neutrophil-associated diseases, sclerosis, cystic fibrosis, multiple sclerosis.

[58] In a particular embodiment, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like
capability is associated with a further therapeutic ingredient, selected from the
activators of the resolution of the inflammation. In another aspect, the invention
relates to a composition comprising an anti-CMKLR1 compound as described
herein, in particular a pharmaceutical composition comprising an anti-CMKLR1
compound according to the invention and a further therapeutic agent, or
pharmaceutical acceptable carrier. In a particular embodiment, the invention relates
to a composition comprising an anti-CMKLR1 compound according to the invention
and a therapeutic agent selected from the group consisting of immunomodulatory
agent, immune checkpoint blocker, and immune checkpoint activator. The term
"iImmunotherapeutic agent,” as used herein, refers to a compound, composition or
treatment that indirectly or directly enhances, stimulates or increases the body's
immune response against cancer cells and/or that decreases the side effects of
other anticancer therapies. Immunotherapy is thus a therapy that directly or
indirectly stimulates or enhances the immune system'’s responses to cancer cells
and/or lessens the side effects that may have been caused by other anti-cancer
agents. Immunotherapy is also referred to in the art as immunologic therapy,
biological therapy biological response modifier therapy and biotherapy. Examples
of common immunotherapeutic agents known in the art include, but are not limited
to, cytokines, cancer vaccines, monoclonal antibodies and non-cytokine adjuvants.
Alternatively, the immunotherapeutic treatment may consist of administering the
subject with an amount of immune cells (T cells, NK, cells, dendritic cells, B cells...).
Immunotherapeutic agents can be non-specific, i.e. boost the immune system

generally so that the human body becomes more effective in fighting the growth
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and/or spread of cancer cells, or they can be specific, i.e. targeted to the cancer
cells themselves immunotherapy regimens may combine the use of non-specific
and specific immunotherapeutic agents. Non-specific immunotherapeutic agents
are substances that stimulate or indirectly improve the immune system. Non-
specific immmunotherapeutic agents have been used alone as a main therapy for the
treatment of cancer, as well as in addition to a main therapy, in which case the non-
specific immunotherapeutic agent functions as an adjuvant to enhance the
effectiveness of other therapies (e.g. cancer vaccines). Non-specific
immunotherapeutic agents can also function in this latter context to reduce the side
effects of other therapies, for example, bone marrow suppression induced by
certain chemotherapeutic agents. Non-specific immunotherapeutic agents can act
on key immune system cells and cause secondary responses, such as increased
production of cytokines and immunoglobulins.

[59] In some embodiments, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like
capability of the present invention is administered with a pharmaceutically
acceptable carrier or excipient. Pharmaceutically acceptable carrier or excipient
refers to a non-toxic solid, semi-solid or liquid filler, diluent, encapsulating material
or formulation auxiliary of any type. The carrier can also be a solvent or dispersion
medium containing, for example, water, ethanol, polyol (for example, glycerol,
propylene glycol, and liquid polyethylene glycol, and the like), suitable mixtures
thereof, and vegetables oils. The proper fluidity can be maintained, for example, by
the use of a coating, such as lecithin, by the maintenance of the required particle
size in the case of dispersion and by the use of surfactants. The prevention of the
action of microorganisms can be brought about by various antibacterial and
antifungal agents, for example, parabens, chlorobutanol, phenol, sorbic acid,
thimerosal, and the like. In many cases, it will be preferable to include isotonic
agents, for example, sugars or sodium chloride. Prolonged absorption of the
injectable compositions can be brought about by the use in the compositions of
agents delaying absorption, for example, aluminium monostearate and gelatin.

[60] In some embodiments, the agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like
capability of the present invention is administered to the subject in combination with
at least one further therapeutic agent, e.g. for treating cancers, autoimmune
diseases or inflammatory diseases. Such administration may be simultaneous,

separate or sequential. For simultaneous administration, the agents may be
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administered as one composition or as separate compositions, as appropriate. The

further therapeutic agent is typically relevant for the disorder to be treated.

Exemplary therapeutic agents include other anti-cancer antibodies, cytotoxic

agents, chemotherapeutic agents, anti-angiogenic agents, anti-cancer

immunogens, cell cycle control/apoptosis regulating agents, hormonal regulating
agents, and other agents described below.

[61] In another aspect, the invention concerns the therapeutic use of the anti-
CMKLR1 agonist of the invention, especially for inducing and/or enhancing the
resolution of inflammation by enhancing the apoptosis of neutrophils, in particular
for inducing and/or enhancing the resolution of inflammation when said resolution
is delayed or disrupted, in view of treating diseases wherein the extension over time
of the inflammation is pathologic, or wherein the duration of the resolution of
inflammation is pathologic.

[62] The invention also concerns a method for promoting neutrophil apoptosis at a
site of inflammation in a subject in need thereof comprising the administration to
the subject a therapeutically effective amount of an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability. In a particular embodiment, the subject suffers from a
condition associated with the inflammation. In a more particular embodiment, the
subject suffers from a disease selected from, the group consisting of:

- an inflammatory disease, in particular acute inflammatory diseases, chronic
inflammatory diseases such as asthma, keratoconjunctivitis, periodontal
disease, eczema, inflammatory bowel disease, in particular Crohn’s disease or
colitis, in particular ulcerative colitis or spontaneous colitis, cystic fibrosis, NASH
(Nonalcoholic steatohepatitis), hepatic fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in
particular ANCA mediated vasculitis, anti-neutrophil cytoplasm antibodies-
related disease (ANCA), scleroderma, in particular wherein, as a result of the
administration of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced,

- an autoimmune disease such as diabetes, in particular type | diabetes,
psoriasis, lupus, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, Sjogren’s syndrome,
celiac disease, vasculitis, myasthenia gravis, or an infection disease such as
sepsis, peritonitis, degenerative diseases, wound healing disorders or dry eye
syndrome, in particular wherein, as a result of the administration of the

treatment, the resolution of inflammation is enhanced;
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- a cancer, in particular metastatic cancers, solid or liquid cancers such as
carcinoma, more particularly hepatocarcinoma, in particular mammary
carcinoma or colon carcinoma, or lung cancer or myeloid cancer such as
leukemia, in particular a cancer wherein cancer cells express CMKLR1 or where
the microenvironment of the tumor is invaded by cells expressing or
overexpressing CMKLR1, in particular wherein, as a result of the administration
of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced,

- and more particularly a disease selected from the group consisting of NASH,
colitis, hepatic fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in particular ANCA mediated
vasculitis, a colon inflammation related disease, colorectal cancer,
inflammation-linked carcinogenesis, colon cancer, mesothelioma, autoimmune
encephalomyelitis, psoriasis, Sjogren disease, Cutaneous inflammation,
pulmonary fibrosis, neutrophil-associated diseases, sclerosis, multiple
sclerosis.

[63] The invention also concerns a method for inhibiting neutrophil transmigration in
a subject in need thereof comprising the administration to the subject a
therapeutically effective amount of an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability. In a particular embodiment, the subject suffers from a condition
associated with the inflammation as described herein. The invention also concerns
a method for promoting macrophages proliferation at a site of inflammation in a
subject in need thereof comprising the administration to the subject a
therapeutically effective amount of an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability.

[64] The invention also concerns a method for decreasing the cell surface
expression of CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4 on myeloid cells, in particular
macrophages and/or neutrophils and or dendritic cells, in a subject in need thereof
comprising the administration to the subject a therapeutically effective amount of
an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability.

[65] The invention also concerns a method for promoting neutrophil apoptosis at a
site of inflammation in a subject in need thereof comprising the administration to
the subject a therapeutically effective amount of an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability. In a particular embodiment, the subject suffers from a
condition associated with the inflammation. In a more particular embodiment, the

subject suffers from a cancer selected from, the group consisting of primary and
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metastatic cancers. Examples of cancers that may treated by methods and
compositions of the invention include, but are not limited to, cancer cells from the
bladder, blood, bone, bone marrow, brain, breast, colon, esophagus,
gastrointestinal, gum, head, kidney, liver, lung, nasopharynx, neck, ovary, prostate,
skin, stomach, testis, tongue, or uterus. In addition, the cancer may specifically be
of the following histological type, though it is not limited to these: neoplasm,
malignant; carcinoma; carcinoma, undifferentiated; giant and spindle cell
carcinoma; small cell carcinoma; papillary carcinoma; squamous cell carcinoma;
lympho epithelial carcinoma; basal cell carcinoma; pilomatrix carcinoma;
transitional cell carcinoma; papillary transitional cell carcinoma; adenocarcinoma;
gastrinoma, malignant; cholangiocarcinoma; hepatocellular carcinoma; combined
hepatocellular carcinoma and cholangiocarcinoma; trabecular adenocarcinoma;
adenoid cystic carcinoma; adenocarcinoma in adenomatous polyp;
adenocarcinoma, familial polyposis coli; solid carcinoma; carcinoid tumor,
malignant; branchiolo-alveolar adenocarcinoma; papillary adenocarcinoma;
chromophobe carcinoma; acidophil carcinoma; oxyphilic adenocarcinoma;
basophil carcinoma; clear cell adenocarcinoma; granular cell carcinoma; follicular
adenocarcinoma; papillary and follicular adenocarcinoma; non encapsulating
sclerosing carcinoma; adrenal cortical carcinoma; endometroid carcinoma; skin
appendage carcinoma; apocrine adenocarcinoma; sebaceous adenocarcinoma;
ceruminous; adenocarcinoma; muco epidermoid carcinoma; cystadenocarcinoma;
papillary cystadenocarcinoma; papillary serous cystadenocarcinoma; mucinous
cystadenocarcinoma; mucinous adenocarcinoma; signet ring cell carcinoma,
infiltrating duct carcinoma; medullary carcinoma; lobular carcinoma; inflammatory
carcinoma; paget's disease, mammary; acinar cell carcinoma; adenosquamous
carcinoma; adenocarcinoma w/squamous metaplasia; thymoma, malignant;
ovarian stromal tumor, malignant; thecoma, malignant; granulosa cell tumor,
malignant; and roblastoma, malignant; Sertoli cell carcinoma; leydig cell tumor,
malignant; lipid cell tumor, malignant; paraganglioma, malignant; extra-mammary
paraganglioma, malignant; pheochromocytoma; glomangiosarcoma; malignant
melanoma; amelanotic melanoma; superficial spreading melanoma; malign
melanoma in giant pigmented nevus; epithelioid cell melanoma; blue nevus,
malignant; sarcoma; fibrosarcoma; fibrous histiocytoma, malignant; myxosarcoma,;

liposarcoma; leiomyosarcoma,; rhabdomyosarcoma,; embryonal
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rhabdomyosarcoma; alveolar rhabdomyosarcoma; stromal sarcoma; mixed tumor,
malignant; mullerian mixed tumor; nephroblastoma; hepatoblastoma;
carcinosarcoma; mesenchymoma, malignant; brennertumor, malignant;
phyllodestumor, malignant; synovial sarcoma; mesothelioma, malignant;
dysgerminoma; embryonal carcinoma; teratoma, malignant; strumaovarii,
malignant; choriocarcinoma; mesonephroma, malignant; hemangio sarcoma;
hemangioendothelioma, malignant; kaposi's sarcoma; hemangiopericytoma,
malignant; lymphangiosarcoma; osteosarcoma; juxtacortical osteosarcoma;
chondrosarcoma; chondroblastoma, malignant; mesenchymal chondrosarcoma;
giant cell tumor of bone; ewing's sarcoma; odontogenic tumor, malignant;
ameloblasticodontosarcoma,; ameloblastoma, malignant;
ameloblasticfibrosarcoma; pinealoma, malignant; chordoma; glioma, malignant;
ependymoma; astrocytoma; protoplasmic astrocytoma; fibrillary astrocytoma,
astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma; oligodendroblastoma; primitive
neuroectodermal; cerebellar sarcoma; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma,;
retinoblastoma; olfactory neurogenic tumor; meningioma, malignant;
neurofibrosarcoma; neurilemmoma, malignant; granular cell tumor, malignant;
malignant lymphoma; Hodgkin's disease; Hodgkin's lymphoma; paragranuloma;
malignant lymphoma, small lymphocytic; malignant lymphoma, large cell, diffuse;
malignant lymphoma, follicular; mycosis fungoides; other specified non-Hodgkin's
lymphomas; malignant histiocytosis; multiple myeloma; mast cell sarcoma;
immunoproliferative small intestinal disease; leukemia; lymphoid leukemia; plasma
cell leukemia; erythro leukemia; lymphosarcoma cell leukemia; myeloid leukemia;
basophilic leukemia; eosinophilic leukemia; monocyticleukemia; mast cell
leukemia; megakaryoblasticleukemia; myeloid sarcoma; and hairy cell leukemia.
[66] The invention also concerns a method for promoting neutrophil apoptosis at a
site of inflammation in a subject in need thereof comprising the administration to
the subject a therapeutically effective amount of an agonist of CMKLR1 having a
Resolvin E1-like capability. In a particular embodiment, the subject suffers from a
condition associated with the inflammation. In a more particular embodiment, the
subject suffers from an autoimmune disease selected from the group consisting of
Achalasia, Addison’s disease, Adult Still's disease, Agammaglobulinemia, Alopecia
areata, Amyloidosis, Ankylosing spondylitis, Anti-GBM/Anti-TBM nephritis,

Antiphospholipid syndrome, Autoimmune angioedema, Autoimmune
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dysautonomia, Autoimmune  encephalomyelitis, Autoimmune  hepatitis,
Autoimmune inner ear disease (AIED), Autoimmune myocarditis, Autoimmune
oophoritis, Autoimmune orchitis, Autoimmune pancreatitis, Autoimmune
retinopathy, Autoimmune urticaria, Axonal & neuronal neuropathy (AMAN), Balo
disease, Behcet's disease, Benign mucosal pemphigoid, Bullous pemphigoid,
Castleman disease (CD), Celiac disease, Chagas disease, Chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy (CIDP), Chronic recurrent multifocal osteomyelitis
(CRMO), Churg-Strauss Syndrome (CSS) or Eosinophilic Granulomatosis (EGPA),
Cicatricial pemphigoid, Cogan’s syndrome, Cold agglutinin disease, Congenital
heart block Coxsackie myocarditis, CREST syndrome, Crohn’s disease, Dermatitis
herpetiformis, Dermatomyositis, Devic’s disease (neuromyelitis optica), Discoid
lupus, Dressler's syndrome, Endometriosis, Eosinophilic esophagitis (EoE),
Eosinophilic fasciitis, Erythema nodosum, Essential mixed cryoglobulinemia,
Evans syndrome, Fibromyalgia, Fibrosing alveolitis, Giant cell arteritis (temporal
arteritis), Giant cell myocarditis, Glomerulonephritis, Goodpasture’s syndrome,
Granulomatosis with Polyangiitis, Graves’ disease, Guillain-Barre syndrome,
Hashimoto’s thyroiditis, Hemolytic anemia, Henoch-Schonlein purpura (HSP),
Herpes gestationis or pemphigoid gestationis (PG), Hidradenitis Suppurativa (HS)
(Acne Inversa), Hypogammalglobulinemia, IgA Nephropathy, IgG4-related
sclerosing disease, Immune thrombocytopenic purpura (ITP), Inclusion body
myositis (IBM), Interstitial cystitis (IC), Juvenile arthritis, Juvenile diabetes (Type 1
diabetes), Juvenile myositis (JM), Kawasaki disease, Lambert-Eaton syndrome,
Leukocytoclastic  vasculitis, Lichen planus, Lichen sclerosus, Ligneous
conjunctivitis, Linear IgA disease (LAD), Lupus, Lyme disease chronic, Meniere’s
disease, Microscopic polyangiitis (MPA), Mixed connective tissue disease (MCTD),
Mooren’s ulcer, Mucha-Habermann disease, Multifocal Motor Neuropathy (MMN)
or MMNCB, Multiple sclerosis, Myasthenia gravis, Myositis, Narcolepsy, Neonatal
Lupus, Neuromyelitis optica, Neutropenia, Ocular cicatricial pemphigoid, Optic
neuritisPalindromic rheumatism (PR), PANDAS, Paraneoplastic cerebellar
degeneration (PCD), Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), Parry Romberg
syndrome, Pars planitis (peripheral uveitis), Parsonage-Turner syndrome,
Pemphigus, Peripheral neuropathy, Perivenous encephalomyelitis, Pernicious
anemia (PA), POEMS syndrome, Polyarteritis nodosa, Polyglandular syndromes

type I, II, lll, Polymyalgia rheumatica, Polymyositis, Postmyocardial infarction
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syndrome, Postpericardiotomy syndromePrimary biliary cirrhosis, Primary
sclerosing cholangitis, Progesterone dermatitis, Psoriasis, Psoriatic arthritis, Pure
red cell aplasia (PRCA), Pyoderma gangrenosum, Raynaud’s phenomenon,
Reactive Arthritis, Reflex sympathetic dystrophy, Relapsing polychondritis,
Restless legs syndrome (RLS), Retroperitoneal fibrosis, Rheumatic fever,
Rheumatoid arthritis, Sarcoidosis, Schmidt syndrome, Scleritis, Scleroderma,
Sjoégren’s syndrome, Sperm & testicular autoimmunity, Stiff person syndrome
(SPS), Subacute bacterial endocarditis (SBE), Susac’s syndrome, Sympathetic
ophthalmia (SO), Takayasu’'s arteritis, Temporal arteritis/Giant cell arteritis,
Thrombocytopenic purpura (TTP), Tolosa-Hunt syndrome (THS), Transverse
myelitis, Type 1 diabetes, Ulcerative colitis (UC), Undifferentiated connective tissue
disease (UCTD), Uveitis, Vasculitis, Vitiligo, Vogt-Koyanagi-Harada Disease.

[67] In another embodiment, the invention, also concerns a method for in vitro
determining if an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability is likely
to be effective in the treatment of inflammation in a human subject. The agonist
may be selected among the group consisting of an antibody or an antigen-binding
fragment thereof, a peptide, a polypeptide or protein. The method comprises the
steps of:

- Incubating neutrophils, in particular human neutrophils, with an effective
amount of an agonist candidate;

- Quantifying the neutrophil apoptosis; in particular the apoptosis of human
neutrophils,

- Selecting an agonist of CMKLR1 having a Resolvin El-like capability
candidate that enables apoptosis of neutrophils at a level of at least 20%
higher as compared to a negative control.

The neutrophils may be incubated and stimulated according to the method
disclosed in the examples of the invention. It may be considered that a candidate
is a suitable agonist when it enhances the neutrophil apoptosis by at least 20% as
compared to the neutrophil apoptosis in a control sample stimulated with a control
compound (e.g. which is known to have no effect on neutrophil apoptosis). In a
particular embodiment, a candidate is considered as a potent agonist when the
apoptosis of neutrophils is enhanced by at least 50 % as compared to the control

sample.
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[68] The method of selection may also comprise further steps. At least one further
step of selection of an agonist candidate may be performed, wherein the at least
one further step comprises:

- the quantification of the cell surface expression of CD62L expressed by
neutrophils, in particular human neutrophils, a candidate being selected
when the cell surface expression of CD62L is reduced as compared to a
control;

- the quantification of the cell surface expression of CMKLR1 and CCR7
and/or CXCR4 expressed by neutrophils and/or macrophages and/or
dendritic cells, a candidate being selected when the cell surface expression
of CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4 is reduced as compared to a control.

[69] The candidate may be considered as an agonist when the cell surface
expression of CD62L expressed by neutrophils is reduced by at least 20 %, more
particularly by at least 50 %, as compared to a control experiment. CD62L cell
surface expression may be assessed according to the method disclosed in the
examples of the present invention.

[70] The candidate may be considered as an agonist when the cell surface
expression of CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4 expressed by neutrophils and/or
macrophages and/or dendritic cells, in particular human cells thereof, is reduced by
at least 20 %, more particularly by at least 50 %, as compared to a control
experiment. CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4 cell surface expression may be
assessed according to the method disclosed in the examples of the present

invention.

FIGURE LEGENDS

Figure 1 — CMKLR1signaling triggering on human inflammatory macrophages
Inflammatory macrophages were generated from monocytes with 5 days of culture with
M-CSF (100ng/mL) and polarized 2 days with IFNg (20ng/mL) were then cultured with
coated Isotype (black cross) or 2G1 (square) for different times. Whole proteins of each
condition were extracted and an ELISA of pErk or pAkt was performed on those
lysates.

Figure 2 — CMKLR1-positive myeloid cells in a LPS model
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LPS was injected intraperitoneally (5mg/kg) and cells from the peritoneum and the
spleen were collected after 24h for flow cytometry analysis of ChemR23 expression.
Figure 3 — Neutrophil apoptosis. A) Survival/Mortality of neutrophils B) Caspase-
3 expression C) ROS production

Neutrophils were isolated from blood of healthy volunteers and cultured for 24h
(Mortality analysis), or 4h, 6h, 11h (Caspase-3 assay), or 5h (ROS assay) on coated
Iso ctrl (cross), chimeric anti-ChemR23 2G1 (square) or different humanized versions
of the 2G1 (diamonds). Mortality of PMN was analyzed by incubating PMN with specific
markers of the mortality and viability and then counting by picture analysis. Caspase-
3 is revealed by western blot and intensity of signals was determined with a software.
ROS production was revealed with a specific marker and analyzed on pictures.
Figure 4 — in vivo neutrophils apoptosis - A) Experimental proceedings - B)
ChemR23 expression C) neutrophils frequency in exudates D) macrophages
frequency in exudates G) neutrophils mortality F) Ratio dead/living neutrophils
Sterile air was injected two times at d3 and d6 and inflammation was initiated with the
injection of carrageenan. Exudates were collected at different times and stained for
flow cytometry analysis.

Figure 5 — CD62L expression on neutrophils

PMN were incubated for different times on coated Ab and then stained for CD62L
expression analyzed by flow cytometry.

Figure 6 — Neutrophils transmigration ratio— A) transmigration ratio of PMNs in
healthy patients — B) Ratio PMNs in inflamed patients suffering from ANCA
Endothelial cells were coated and +/- activated with 100U/mL of TNFa overnight. Then
PMN were added with or without TNFa at 100U/mL and Ab for two hours. The
transmigrated PMN were collected and analyzed by flow cytometry.

Figure 7 — Cell surface expression of CXCR4 and CRC7 — A) Expression in
inflammatory macrophages of CXCR4 and CCR7 incubated with different
antibodies — B) Expression of CCR7 in dendritic cells

Inflammatory macrophages were generated from monocytes with 5 days of culture with
M-CSF (100ng/mL) and polarized 2 days with IFNg (20ng/mL) and then cultured with
coated Ab. Dendritic cells were induced with GM-CSF (50ng/mL) and IL-4 (20ng/mL)
for 6 days and cultured with coated Ab during the differentiation. CXCR4 and CCR7

were revealed by flow cytometry.
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Figure 8 — CRC model A) Tumor cell inoculated model of CRC : tumor
development and survival B) Chemically and inflammation induced CRC

Tumor inoculation was performed with 0.5M of MC38 CRC cell line subcutaneously.
Mice were injected three times a week with 1mg/kg of 2G1 or Ctrl Ab for 3 weeks
starting at d4 after tumor induction. Cyclophosphamide was injected I.P. once at
100mg/kg. Tumor development was assessed three times a week and survival curves
were established when mice developed a tumor > 1000mm3.

Figure 9 - Mesothelioma model — Survival

AK-7 cells (3M) were injected in the pleural cavity and mice received either Iso ctrl or
2G1 three times a week for 3 weeks starting at d4 at 1mg/kg.

Figure 10 - Effect of CMKLR1 agonist (2G1) on an autoimmune disease such as
mice psoriasis model. Aldara treated mice for 4 to 6 consecutive days were injected
intra-peritoneally with: 2G1 (e) or isotype control antibody (x). A. thicknesses and B
weight.

Figure 11 - autoimmune encephalomyelitis experimental model. — A) Weight
variation over time B) illness score

Lesions in the central nervous system were induced by injection of the immunogenic
MOG peptide combined with adjuvants. Treatment (2G1) or Isotype control were
administered at 1mg/kg when animals had a clinical score equal to 2 meaning the
central nervous system is already affected by T cell activity, until the end of the
experiment.

Figure 12. Effect of an anti-CMKLR1 antibody in the CD45Rb"9" T-cell transfer chronic

colitis mouse model.

Weight variation of treated animals was followed up to sixty days. Animals were treated with
isotype control higG1 (x) or anti-CMKLR1 antibody (m).

Figure 13 — Effect of an anti-CMKLR1 antibody on an Hepatocarcinoma mice
model (HCC model). Anti-tumor effect of anti-CMKLR1 antibody (2G1, 0.8mg/kg) i.p.
administration three times a week for 2 weeks in combination (A ) or not (e) with two
injections on day 4 and 8 of anti-PD1 mAb (RMP1-14 clone, 8mg/kg) or with injections
(twice a week) of anti-PD-1 antibody alone (A). Mice have been treated during 2 weeks
in an orthotropic model of murine hepatoma (2.5.10"6 of Hepa 1.6 cells injected
through the portal vein on day 0). Isotype control antibody was used at 0,8 mg/kg three

times a week for 2 weeks. Mice response were considered partial (PR) when mice
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survive few days to 1 month after stop of treatment or complete (CR) when mice
survive over 1 month or cured when they survive three times longer than the time
necessary to all control mice dye.

Figure 14. Competition study on chemerin-CMLKR1 interaction with anti-
CMKLR1 antibodies. A. Inhibition of the cAMP by Chemerin from two different
providers were tested from DiscoverX (¢) or R&D System (A ) or combined with anti-
CMKLR1 antibody (2G1) alone ( ) or combined with chemerin from DiscoverX () .
B. beta Arrestin activation in presence of anti-CMKLR1 antibody at different
concentrations from 1uM to 1nM and Chemerin 2nM ([J) or 6nM (¢).

EXAMPLES

In the following examples, anti-CMKLR1 antibody 2G1 of the applicant comprises the
heavy chain variable domain of SEQ ID No. 5, and the light chain variable domain of
SEQ ID No. 6; antibody HALA comprises the heavy chain variable domain of SEQ ID
No. 7, and the light chain variable domain of SEQ ID No. 8. Other antibodies
comprising HB, HC or HD heavy chain variable domain and VL VC or VD light variable
domains are derived from HA the heavy chain variable domain HA. And the light chain

variable domain LA, respectively.

Example 1. CMKLR1 signaling induced by the agonist of the invention (Figure 1)

As illustrated in Fig. 1A, the use of an agonist of CMKLR1 (2G1 and HALA) induces
the phosphorylation of ERK and Akt when cells are stimulated with an agonist of
CMKLR1 (Fig. 1B).

Example 2. Effect of the use of an agonist of CMKLR1 in a LPS inflammation model
(Figure 2)
MATERIAL AND METHODS. 8-weeks old male C57BI/6J mice were injected intraperitoneally

with LPS at 5 mg/kg. Peritoneal fluid & spleen were harvested 24h later and stained for

ChemR23 expression by flow cytometry.

RESULTS. A few proportion of splenic macrophages (F4/80+), PMN (CD11b+/Ly6G+) and
Dendritic cells (CD11c+) expressed ChemR23, 10%, 5% and 0% respectively (white squares).

The proportion is much more elevated at the inflammation site where 100% of macrophages,
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40% of PMN and 10% of DCs expressed CMKLR1 (black squares). This demonstrates the
impact of LPS inflammation on the CMKLR1 resolution receptor expression by myeloid cells,
thereby indicating that an agonist of this receptor interacts with cells implicated in the

inflammation process.

Example 3. Neutrophils apoptosis and mortality induced by a CMKLR1 agonist

(Figure 3 and Figure 4)

MATERIAL AND METHODS. PMNs from healthy volunteers were incubated in culture
medium with coated Ab at 10ug/mL for different times and collected for Caspase-3
staining analyzed by Western Blot. The intensity of Capase-3 expression was
calculated on WB. For the ROS test, PMNs from healthy volunteers were incubated in
culture medium with coated Ab at 10pg/mL for 24h or 5h and stained either with a
dead/viability kit or a specific marker of reactive oxygen species (ROS) respectively.

RESULTS. As illustrated on Fig. 3A, neutrophils life/death ratio is higher in cells treated
with an antibody of the invention, thereby illustrating the effect on these cells of the
agonist of the invention. As illustrated on Fig. 3B, the administration of an anti-
CMKLR1 agonist enhances caspase-3 activity, as compared to cells treated with a
control antibody. The antibody HALA exhibits higher effect on caspase 3 activity as
compared to the 2G1 antibody. 2G1 WT and HALA increases caspase-3 cleavage,
which means that ChemR23 triggering leads to Caspase-3-dependent apoptosis. On
Fig. 3C, it can be seen that the percentages of positive cells obtained by analyzing the
pictures with ImageJ software is higher when cells are treated with an agonist of
CMKLR1. 2G1 and all humanized variants of 2G1 increase the mortality of PMN after
24 hours. 2G1 and HALA variants increase the ROS production by PMN after 5h.

In another model, which is illustrated on Fig. 4A, confirmative data on neutrophil
apoptosis have been obtained. As illustrated on Fig. 4B, the percentage of ChemR23-
positive cells (macrophages and neutrophils) is increased when inflammation is
induced. But, the percentage of neutrophils in exudates is not significantly decreased
in animals treated with the anti-CMKLR1 antibody (Fig. 4C; black square), while the
overall percentage of macrophages in exudates is slightly enhanced (Fig. 4D). This
indicates that the administration of the CMKLR1 agonist does not reduce the overall

number of myeloid cells in the exudates, and has an effect on apoptosis of the
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neutrophils mainly at the site of inflammation. As illustrated on Fig. 4E and Fig. 4F, the
percentage of dead neutrophils is increased when the agonist of CMKLR1 is
administered, as well as their death. These results illustrate the positive effect of the
agonist of CMKLRL1 for treating a delay in the resolution of the inflammation, since the

neutrophil population is impacted not in exudates but at the site of inflammation.

Example 4. CD62L expression (Figure 5)
MATERIAL AND METHODS. PMN from healthy volunteers were incubated in culture

medium with coated Ab at 10ug/mL for different times and collected for CD62L staining
analyzed by flow cytometry.
RESULTS. only the IgG1 format of 2G1 leads to the decrease of CD62L on the PMN

surface over the time as illustrated on Fig. 5.

Example 5. Neutrophils transmigration capability (Figure 6)
MATERIAL AND METHODS. Human endothelial cells (HDMEC) were incubated for
24h in the transwell coated with gelatin and activated overnight with TNF-alpha at

100U/mL or without inflammatory conditions. Then, PMN from healthy volunteers or
ANCA patients were incubated in transwell containing the monolayer of HDMEC for 4
hours. Antibodies (Iso Ctrl and 2G1) were added at 10pug/mL +/- TNF-alpha at 100U/mL
during the 4hours of the transmigration assay. The lower transmigrated part of the
transwell was collected and the transmigrated PMN were counted by flow cytometry
using counting beads.

RESULTS. Neutrophils treated with a CMKLR1 agonist have a lower transmigration
capability as compared to cells treated with control compounds (Fig. 6A). 2G1 avoids
PMN transmigration through endothelial monolayer especially under inflammatory
condition when PMN and endothelial cells were activated with TNFa in healthy

volonters and in AIDs’ patients (Fig. 6B).

Example 6. CCR7 / CXCRA4 cell surface expression (Figure 7)
MATERIAL AND METHODS. Macrophages were generated from monocytes of

healthy volunteers with 100ng/mL of M-CSF for 5 days. Then, macrophages were
collected and incubated with coated mAb at 10mg/mL in presence of 20ng/mL of IFNg
in order to obtain M1 inflammatory macrophages. Then, M1 were phenotyped for

CXCR4 and CCR7 by flow cytometry and cytokines released in the supernatant were
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dosed by ELISA. Dendritic cells were generated from monocytes of healthy volunteers
with 50ng/mL of GM-CSF and 20ng/mL of IL-4 for 6 days. Then, DC were phenotyped
for CCR7 by flow cytometry.

RESULTS. On Fig. 7A, it is clear that CMKLR1 agonist (2G1 and HALA) induces a
reduction in the expression of CXCR4 and CCR7 (Fig. 7A). When ChemR23 is
targeted with a specific IgG1 format, the expression of chemokine receptors CXCR4
and CCR7, which are known to heterodimerize with ChemR23, is reduced on
macrophages and Dentritic Cells which are efficient antigen presenting cells (Fig. 7B).
This means that 2G1 and humanized variants therefore prevent migration of
inflammatory APC from inflammatory site to secondary lymphoid organs.

Example 7. Effect of CMKLR1 agonist on CRC model (Figure 8)

As illustrated on Fig. 8A, the tumor volume is reduced in animals treated with the anti-
CMKLR1 antibody of the invention, as compared to the control antibody. In several
cases, complete remission is also observed, thereby illustrating the positive effect of a
compound according to the invention for treating CRC. As shown, the percent survival
is also enhanced in animals treated witht an agonist of CMKLRL1.

Moreover, as exemplified on Fig. 8B, the treatment with an anti-CMKLR1 monoclonal
antibody (OSE-230) leads to a reduction of the stool score, and the reduction of tumor

number.

Example 8. Effect of CMKLR1 agonist on mesothelioma model (Figure 9)

Mice treated according to the method explained in the description of the figure with an
agonist of CMKLR1 have a higher survival rate than mice treated with a control
antibody, thereby illustrating the positive effect of a compound according to the

invention for treating mesothelioma (Fig. 9).

Example 9. Effect of CMKLR1 agonist on Imiguimod-induced psoriasis-like skin

inflammation model (Figure 10)

Aldara® cream which is known to induce psoriasis in mice was used on male C57BI/6
mice (8-10-week old). Mice received a daily topical dose of Aldara. Treatments (anti-
CMKLR1 agonist or control compound) were injected intra-peritoneally:
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RESULTS: Anti-CMKLR1 agonist (2G1) reduces the thickness of the skin (Fig. 10A)
after Aldara administration (see for example on day 15), while the weight of the animals
is not impacted by the administration of the agonist (Fig. 10B).These results suggest
an application for agonist anti-CMKLR1 compound therapy on psoriasis mice model,

illustrative of an autoimmune disease.

Example 10. Effect of CMKLR1 agonist on autoimmune encephalomyelitis
experimental model (Figure 11)

In this model, the curative administration of the antibody of the invention in EAE model
does not lead to the reduction of the weight (Fig. 11A), as compared to animals treated
with a control antibody. But the illness score is significantly reduced when the treatment
is performed with the anti-CMKLR1 antibody (Fig. 11B). The anti-CMKLR1 antibody
leads to a great improvement of the illness score as soon as ten-day post treatment as
compared to the control, since the score is approximately 30 % lower in animals treated
with the agonist compound. It is therefore illustrated that a treatment with an anti-

CMKLR1 compound is effective for treating autoimmune encephalomyelitis.

Example 11. CD45Rb"9" T-cell transfer chronic colitis mouse model (Figure 12)

METHOD. CD45Rb"9" CD4 T cells were isolated from the spleen of naive mice and sorted on
an ARIA FACS after a negative selection of the CD4 T cells by magnetic sorting, then injected
intraperitoneally at 0,5.10° cells in 100uL of PBS into 6-weeks old female Rag1 knock-out mice.
Anti-CMKLR1 antibody (2G1) or an isotype control were administered from day 32 after the
CD45Rb"" CD4 T cell transfer for 3 weeks three times a week at 1mg/kg. The follow-up of
weight was evaluated three times a week and the weight variation was determined over the
initial weight. * p < 0.05, ** p < 0.01.

RESULTS. Fig. 12 presents the percentage of weight variation over the time post antibody
administration, of animals treated with anti-CMLKR1 antibody or an isotype control. Both
groups presented the same initial weight evolution over the first 30 days after treatment and
started to differentiate at day 35. Mice treated with the anti-CMKLR1 continue to gain weight
while, in contrast, control mice start to lose weight indicating development of chronic colitis as
anticipated in this control group. The inventors confirm in a third model of colitis, here in a
chronic model of inflammation, that anti-CMKLR1 antibodies of the invention could be of

interest to treat chronic inflammatory and auto-immune diseases such as colitis.
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Example 12. Anti-tumor effect on the overall survival of mice hepatocarcinoma tumor model
(Figure 13)

METHOD. Mice were anesthetized with a cocktail of xylazine/ketamine. After a
laparotomy, tumoral Hepa 1.6 cells were injected in PBS through the portal vein
(2,5.108 cells/100 pL) in PBS. The treatment was started 4 days after tumor injection.
The anti-CMKLR1 antibody (2G1clone) and the higG1 istotype control were injected at
0.8mg/kg three times per week during 2 weeks. The anti-PD1 monoclonal antibody
was injected twice a week during 2 weeks intraperitoneally in PBS (8mg/kg).
Combination anti-CMKLR1 and anti-PD1 antibodies was tested as well (0.8 mg/kg and
8mg/kg respectively). The Overall survival was followed during sixty days and the

percentage of survival in each condition was reported Figure 22.

RESULTS. As shown in Figure 13, animals treated with the anti-CMKLRL1 or the anti-
PD1 antibodies had seen their survival rate prolonged only for 1 animal on 7 treated
(15% of treated animals) indicating a partial response (PR). However, animals treated
with a combination of anti-PD1 and anti-CMKLR1 antibodies allows a significant
increase of the survival rate (from 15% to 45%) with animals alive 60 days after
treatment, indicating a complete response (CR). This result indicates an unexpected
efficiency of the therapeutic combination (anti-PD1/antiCMKLR1 antibodies) on HCC

tumor model.

Example 13. Effect of an Agonist of CMKLR1 on the beta—arrestin pathay (Figure 14)

The day before the experiment CHO-K1 CMKLR1 Gi cells (Discover’X ref 95-0080C2) were
plated in pre-warmed cell reagent then plated in a 96-well plate at 100 pl/well of cells as
(Discover’X ref 15-103) and incubated 24 hours at 37°C, in a 5% CO2 humidified incubator for
24 hours.

A mix of Chemerin agonist (6x in 7-point series of 3-fold dilutions from 107'uM to 10°°M )
(Discover’x ref 92-1036 or 2324-CM-025 from R&D Systems) and forskolin (40uM) (a cAMP
activator) (Discover’x ref 92-0005) was added to the cells during 30 min at 37°C; or cells were
pre-incubated 30 min at 37°C with anti-CMKLR1 antibody (serial dilution : 6X in 7-point series

of 3-fold dilutions from 1uM to 1nM). Then a mix of chemerin (2nM) + forskolin (60nM) was
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added to the cells 30 min at 37°C. For the detection cAMP, antibody reagent and cAMP
working detection solution was added to the plate for 1 hour at room temperature, then cAMP
solution A was added, and cells incubated 3 hours at room temperature in the dark.

Bioluminescence was read with a plate reader with 0,5s integration.

RESULTS. In order to test if the antibody of the invention is an antagonist of the Chemerin-
induced CMKLR1 activation, two assays were performed, and the results are presented on
Figure 14. Chemerin-induced inhibition of forskolin-dependent cAMP production is shown on
Figure 14A (black circles or white squares); anti-CMLKR1 antibody of the invention could
not revert this inhibition of production (black circles or white squares) as compared to the
control (grey diamonds). Chemerin-induced activation of the beta-arrestin presented Figure
14B, show that the anti-CMKLR1 antibody of the invention did not significantly modify
chemerin-dependent activation of the beta-arrestin (white circles as compared to black
diamonds). The antibodies of the invention do not have an antagonist activityof the CMLKR1-
Chemerin interaction. Furthermore, the antibodies of the invention are not able to induce
chemerin-induced CMKLR1 signaling pathway, confirming that these antibodies are not

agonist of chemerin of the CMLKR1 pathway.
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CLAIMS

. An agonist of anti-Chemerin Like Receptor 1 (CMKLR1) having a Resolvin E1-like

capability, for use in the treatment of a patient suffering from an inflammatory

condition, in particular an inflammatory condition wherein the resolution phase of

the inflammation is delayed or disrupted, wherein the agonist of CMKLR1 having a

Resolvin E1-like capability is selected from the group consisting of an antibody or

antigen-binding fragment thereof, a peptide, a polypeptide and a protein, and

wherein the agonist:

- induces or activates the apoptosis of neutrophils at the site of inflammation,
and/or

- inhibits or decreases the transmigration capability of neutrophils through
endothelium towards the site of inflammation, and/or

- inhibits or decreases the migration of macrophages, and/or of dendritic cells,
from the site of inflammation to secondary lymphoid organs and/or towards the

site of inflammation.

. The agonist according to claim 1 for use according to claim 1 which binds to the
third extra cellular loop of CMKLR1.

. The agonist according to claim 1 or 2, for use according to claim 1 or 2, wherein
the agonist is an antibody, in particular a humanized antibody, or antigen-binding

fragment thereof.

. The agonist according to any one of claims 1 to 3, for the use of any one of claims
1 to 3, wherein the inflammatory condition is related to a cancer, an autoimmune
disease, an infection, a chronic inflammatory disease, a chronic infection or sepsis,

diagnosed in the patient.
. The agonist according to any one of claims 1 to 4, for use according to any one of

claims 1 to 4, wherein the agonist increases the concentration of pro-resolutive

inflammation macrophages at the site of inflammation.
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. The agonist according to any one of claims 1 to 5, for use according to any one of
claims 1 to 5, wherein the agonist antibody induces the internalization of CMKLR1
and CCR7 and/or CXCR4, in particular of CMKLR1 and CCR7 and CXCR4,
expressed by myeloid cells, in particular by macrophages and/or dendritic cells.

. The agonist according to any one of claims 1 to 6, for use according to any one of
claims 1 to 6, wherein the agonist antibody reduces the cells surface expression of
CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4, in particular of CMKLR1 and CCR7 and
CXCR4, expressed by myeloid cells, in particular by macrophages and/or dendritic

cells.

. The agonist according to any one of claims 1 to 7, for use according to any one of
claims 1 to 7, wherein the agonist induces the internalization and/or shedding of

CD62L expressed by myeloid cells, in particular by neutrophils.

. The agonist according to any one of claims 1 to 8, for use according to any one of
claims 1 to 8, wherein the agonist reduces the cell surface expression of CD62L

expressed by myeloid cells, in particular by neutrophils.

10.The agonist according to any one of claims 1 to 9, for use according to any one of

claims 1 to 9, wherein the agonist is a humanized antibody comprising a domain
suitable for interaction with a Fc receptor, particularly a IgG domain, and more
particularly a IgG1 constant fragment or a constant fragment issued or derived from

a human IgG1.

11.The agonist according to any one of claims 1 to 10, for use according to any one of

claims 1 to 10, which does not activate the B-arrestin signaling pathway in

CMKLR1-positive cells in vitro and/or in vivo.

12.The agonist according to any one of claims 1 to 11, for use according to any one of

claims 1 to 11, wherein the administration of the agonist induces or sustains the

resolution stage of the inflammation.
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13.The agonist according to any one of claims 1 to 12, for use according to any one of

claims 1 to 12, wherein the inflammatory condition is selected from the group

consisting of:

an inflammatory disease or a chronic inflammatory disease, in particular acute
inflammatory diseases, such as asthma, keratoconjunctivitis, periodontal
disease, eczema, inflammatory bowel disease, in particular Crohn’s disease or
colitis, in particular ulcerative colitis or spontaneous colitis, cystic fibrosis, NASH
(Nonalcoholic steatohepatitis), hepatic fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in
particular ANCA mediated vasculitis, anti-neutrophil cytoplasm antibodies-
related disease (ANCA), scleroderma, in particular wherein, as a result of the
administration of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced;

an autoimmune disease such as diabetes, in particular type | diabetes,
psoriasis, lupus, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, Sjogren’s syndrome,
celiac disease, vasculitis, myasthenia gravis, or an infection disease such as
sepsis, peritonitis, degenerative diseases, wound healing disorders or dry eye
syndrome, in particular wherein, as a result of the administration of the
treatment, the resolution of inflammation is enhanced,;

a cancer, in particular metastatic cancers, solid or liquid cancers such as
carcinoma, more particularly hepatocarcinoma, in particular mammary
carcinoma or colon carcinoma, or lung cancer or myeloid cancer such as
leukemia, in particular a cancer wherein cancer cells express CMKLR1 or where
the microenvironment of the tumor is invaded by cells expressing or
overexpressing CMKLR1, in particular wherein, as a result of the administration
of the treatment, the resolution of inflammation is enhanced,

and more particularly a disease selected from the group consisting of NASH,
colitis, hepatic fibrosis, lung fibrosis, vasculitis in particular ANCA mediated
vasculitis, a colon inflammation related disease, colorectal cancer,
inflammation-linked carcinogenesis, colon cancer, mesothelioma, autoimmune
encephalomyelitis, psoriasis, Sjogren disease, Cutaneous inflammation,
pulmonary fibrosis, neutrophil-associated diseases, sclerosis, multiple

sclerosis.
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14.A method for in vitro determining if an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-
like capability is likely to be effective in the treatment of inflammation in a human
subject, the method comprising the steps of:

- Incubating neutrophils with an effective amount of an agonist candidate;
- Quantifying the neutrophil apoptosis; in particular the apoptosis of human
neutrophils,
- Selecting an agonist of CMKLR1 having a Resolvin E1-like capability candidate
that enables apoptosis of neutrophils at a level of at least 20% higher as compared

to a negative control.

15.The method according to claim 14, wherein at least one further step of selection of
an agonist candidate is performed, wherein the at least one further step comprises:

- the quantification of the cell surface expression of CD62L expressed by
neutrophils, a candidate being selected when the cell surface expression of
CD62L is reduced as compared to a control;

- the quantification of the cell surface expression of CMKLR1 and CCR7
and/or CXCR4 expressed by neutrophils and/or macrophages and/or
dendritic cells, a candidate being selected when the cell surface expression
of CMKLR1 and CCR7 and/or CXCR4 is reduced as compared to a control.

192 |Page



ABSTRACT

CMKLR1 AGONISTS HAVING A RESOLVIN E1-LIKE CAPABILITY AND THEIR
THERAPEUTIC APPLICATIONS

The present invention provides anti-chemerin receptor antibodies which have a
resolvin E1-like agonist activity on chemokine like receptor-1 (CMKLR1) for use in the
resolution of an inflammation occurring during autoimmune diseases, chronic
inflammatory diseases, infectious diseases, cancers, by sustaining or initiating the

resolution phase of inflammation.

(No figure)
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Annexe 2: Article 1: Selective SIRPa blockade reinvigorates myeloid cells in the tumor
microenvironment and prevents T-cell exclusion

Selective SIRPa blockade reinvigorates myeloid cells in the tumor
microenvironment and prevents T-cell exclusion
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Abstract

T-cell exclusion causes resistance to cancer immunotherapies via immune checkpoint blockade
(ICB). Myeloid cells contribute to resistance by expressing SIRPa, an inhibitory membrane
receptor that interacts with ubiquitous receptor CD47 to control macrophage phagocytosis in
the tumor microenvironment. Although CD47/SIRPa-targeting drugs have been assessed in
vitro and in mouse models, the therapeutic efficacy of selectively blocking SIRPa in humans
remains unclear. We report a potent synergy between selective SIRPa blockade and ICB in
increasing memory T-cell responses and reverting exclusion in syngeneic and orthotopic mouse
tumor models. Mechanistically, selective SIRPa blockade stimulates tumor nest T-cell
recruitment by restoring murine and human macrophage chemokine secretion, and increases
anti-tumor T-cell responses by promoting tumor-antigen cross-presentation by dendritic cells.
However, non-selective SIRPa/SIRPy blockade targeting CD47 impairs human T-cell
activation, proliferation, and endothelial transmigration. Thus, SIRPo/ICB-targeted
combination therapies show great potential for overcoming resistance in patients with elevated

myeloid cell infiltration in solid tumors.
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Introduction

Cancer immunotherapy with programmed death-ligand 1 (PD-L1)/programmed death-1 (PD-
1) antibodies induces robust responses across multiple types of cancers (1-3). However, only a
limited fraction of patients is responsive, in particular those with pre-existing T-cell infiltrates
and inflammatory signatures in the tumor (4). Tumors in non-responders typically lack T-cells
or have T-cells preferentially located around the tumor region, a process named “immune-
exclusion” (5-7). Multiple mechanisms have been associated with resistance to PD-(L)1
therapies, such as defective generation of tumor-specific T-cells, impaired formation of
memory T-cells, restrained T-cell infiltration, inadequate T-cell function, and local
immunosuppression induced by regulatory T or myeloid cells (8-11). Improved therapy
efficacy may therefore be achieved by targeting myeloid cells that positively and negatively

orchestrate T-cell responses.

Cells of the myeloid lineage are a major component of the tumor microenvironment (TME)
(12). Pro-tumoral M2 macrophages and myeloid-derived suppressive cells (MDSC) reduce
cancer therapy efficacy by inhibiting anti-tumor T-cell responses or by modulating tumor
angiogenesis, survival, spread and metastasis (13, 14). Accumulation of these myeloid cells
correlates with poor prognosis and immune checkpoint blockade (ICB) resistance (15-20).
Preclinical research and clinical correlational studies suggest that several stromal cell types,
such as cancer-associated fibroblast (CAFs), tumor-associated macrophages (TAM) and
MDSCs, prevent T-cells from reaching the tumor nest, ultimately limiting the efficacy of ICB
(21-24). Conversely, other myeloid cell subsets, such as dendritic cells and anti-tumoral M1
macrophages, exert anti-tumor functions, including antigen cross-presentation and tumor cell
phagocytosis (25-28). However, these processes are limited by CD47 upregulation in tumor

cells. CD47 (or IAP for integrin-associated protein) is a ubiquitous membrane protein which
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binds the innate myeloid immune checkpoint Signal Regulatory Protein-a (SIRPa; CD172a or
SHPS-1) (29-32). SIRPa is an inhibitory membrane receptor of the immunoglobulin
superfamily that is expressed on the surface of myeloid cells in the hematopoietic compartment
(33). CD47 is a multifaceted protein that also interacts with SIRPy (a SIRP homolog unique to
primates), several integrins, thrombospondin-1 (TSP-1), thrombospondin receptor (CD36),
VEGF receptor 2, Serpin Al, and Fas (CD95) (34). Binding of CD47 to SIRPa on myeloid
cells induces tyrosine phosphorylation of the ITIMs cytoplasmic domain of SIRPa, with
subsequent recruitment of SH2-containing tyrosine phosphatase (SHP-1/2). SHP-1/2 then
mediates inhibitory signaling events through protein dephosphorylation, ultimately leading to
the inhibition of phagocytosis in macrophages (33, 35). High CD47 expression is a mechanism
used by malignant cells to evade the immune system that correlates with poor clinical outcomes
(29, 36, 37). Blockade of the CD47-SIRPa interaction with anti-CD47 monoclonal antibodies
(mAbs) promotes tumor elimination by macrophages and decreases cancer cell dissemination
in both immunodeficient (T-cell lacking) and immunocompetent mice (30, 38-44). Moreover,
due to SIRPa’s roles in regulating the cGAS/STING pathway and antigen cross-presentation
by dendritic cells (31, 45), anti-CD47 mAbs can also increase cross-priming of CD8 T-cells
and induce T-cell-dependent tumor elimination, as shown in preclinical syngeneic rodent
models (30, 44). However, whether these mechanisms also function in humans remains unclear
(46). Unlike mice (47), humans and higher primates express SIRPy on T-cells. The interaction
of SIRPy with CD47 has been associated with cell-cell adhesion, T-cell transendothelial
migration, and support of T-cell co-stimulation with dendritic cells (48, 49). Preclinical efficacy
of CD47/SIRPa-targeting drugs has been assessed in vitro in macrophage phagocytosis assays,
and in vivo using xenograft T-cell immunodeficient mice models (50-55). However, the
therapeutic potential of selectively targeting SIRPa to promote T-cell responses in the context

of T-cell ICB has not been evaluated in higher species.
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In this study, we show that selective SIRPao blockade promotes efficient anti-tumor immune
responses and modifies the TME in various syngeneic and orthotopic tumor models. We find a
potent synergy between SIRPa blockade and T-cell ICB in inducing memory T-cell responses
and preventing T-cell exclusion. Moreover, SIRPa blockade allows T-cell recruitment to the
tumor nest by restoring macrophage chemokine secretion and increases human anti-tumor T-
cell response by promoting tumor-antigen cross-presentation by dendritic cells, as previously
described in rodents. In contrast, targeting CD47 or blocking SIRPa and SIRPy simultaneously
reduces human T-cell activation, proliferation, and transmigration across the human

endothelium, highlighting the importance of selectively targeting SIRPa in humans.
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Results

Anti-mouse SIRPa mAb monotherapy inhibits tumor growth in orthotopic syngeneic models
The preclinical efficacy of SIRPa blockage in immunocompetent mice was previously reported
in heterotopic SIRPa™ tumor models (56), whereby an antagonist anti-mSIRPa mAb antibody
(MY1 clone (57), rat IgG2a) with Fc-effector functions promoted antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC) and phagocytosis (ADCP). To further investigate the importance of target
cells opsonization versus SIRPa signaling and interaction with CD47 for the therapeutic
efficacy in orthotopic tumor mouse models, a mouse Fc IgG1 was used to engineer a MY1
orthosteric inhibitor that blocks SIRPa/CD47 interaction (MY1-G1, Extended Figure 1).
Comparisons were also performed with a rat 1gG1 P84 allosteric inhibitor that blocks SIRPa
signaling without preventing its interaction with CD47. In addition, genetically modified SIRPa
mutant mice expressing a truncated SIRPa protein that lacks most of the cytoplasmic signaling

domain were examined (58).

Two weeks of P84 and MY1-G1 monotherapies initiated four days after tumor implantation
significantly reduced primary mammary tumor growth and prevented lung metastasis
development in the orthotopic 4T1 triple-negative breast cancer model in BALB/c mice (Figure
1A-B). Tumor-infiltrating leukocyte analysis on day 14 showed an increase in F4/80* MHC-I11*
CCR7" CD206™ M1-macrophage frequency and in the M1/M2 (CCR7- CD206") macrophage
ratio, as well as in NK and memory T-cells, thereby confirming that TME modification occurred
after anti-SIRPa monotherapy (Figure 1C). SIRPa blockade also modified peripheral immune
responses, as revealed by the increased frequency of central memory CD44" CD62L* CD4* T
lymphocytes in draining lymph nodes, a higher M1/M2 ratio, and a reduction in the frequency
of regulatory T-cells (Tregs, CD4* CD25* Foxp3* CD127'°") in the spleen. Surgical resection

of primary 4T1 mammary tumors after 10 days of treatment confirmed the significant reduction
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in tumor spread and metastasis. Indeed, transient SIRPa blockade with P84 or MYI-G1 resulted
in 71% survival when compared to 14% survival in the isotype control group (Figure 1D).
Moreover, MY1-G1 administration in AK7 orthotopic mesothelioma C57bl/6 mice model
significantly prolonged survival (Figure 1E). Finally, mutant mice lacking SIRPa signaling
and injected with AK-7 mesothelioma tumor cells exhibited prolonged survival by 55%, when
compared with wild type (WT) animals. Interestingly, surviving SIRPa-mutant mice were also
protected against a second AK7 heterotopic tumor challenge in the peritoneum, suggesting that

inhibition of SIRPa signaling produces a robust and durable anti-tumoral response (Figure 1F).

Anti-mouse SIRPa mAbs induce durable adaptive immune responses in combination with T-
cell immune checkpoint agents

Preclinical syngeneic models with suboptimal response to T-cell ICB were used to assess the
efficacy of combined immunotherapies targeting both the innate and adaptive immune
checkpoints. Monotherapy with anti-PD-L1 or MY1-G1 anti-mSIRPo mAb significantly
inhibited tumor growth in immunocompetent mice implanted subcutaneously with the colon
adenocarcinoma MC38 cell line, although a complete response (CR) was only observed in 15-
30% of mice (Figure 2A). However, the combination of MY1-G1 and anti-PD-L1 mAbs
strongly inhibited tumor growth in all mice and induced durable CR in 79% of mice. After
complete elimination of the drugs, 90% of the cured mice were resistant to a secondary tumor
challenge with the same cell line, suggesting that combined anti-mSIRPa and anti-PD-L1 mAb
therapy induces memory immune responses (Figure 2B). Similarly, monotherapy with P84
anti-mSIRPo. mAb, anti-PD-L1 blocking mAb, or anti-4-1BB agonist mAb significantly
prolonged survival in the orthotopic Hepal.6 hepatocellular carcinoma syngeneic model, albeit
with low CR rates (0%, 7%, and 26% respectively, Figure 2C). On the other hand, treatment

with P84 anti-mSIRPa mAb combined with either anti-PD-L1 or anti-41BB induced durable
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CRs in 61% and 80% of mice, respectively. MY1-G1 anti-mSIRPo combined with a PD-L1
antagonist or 4-1BB agonist induced durable CR in 100% of mice (Extended Figure 3 A, B).
Moreover, after the treatment was completed, all of the cured mice successfully rejected a
second Hepal.6 tumor challenge in the absence of any treatment (Figure 2D, Extended Figure
AC). Intravenous adoptive transfer of spleen T lymphocytes (2.5x10°) or whole isolated tumor
leukocytes (2x10°) from anti-mSIRPa + anti-4-1BB cured mice significantly protected naive
and untreated mice after Hepal.6 orthotopic implantation, further suggesting that this combined
treatment induces robust memory immune responses (Figure 2E). These results were
corroborated by similar adoptive transfer experiments in SIRPo. mutant mice treated with anti-
4-1BB mAbs (Extended Figure 4). Surprisingly, while anti-mSIRPa + anti-PD-L1 cured mice
displayed spleen tumor-specific memory T-cells responses ex vivo (Extended Figure 5A),
adoptive transfer of spleen T-cells from these mice had no significant impact on survival
(Figure 2E). Nonetheless, adoptive intravenous transfer of plasma from anti-mSIRPa + anti-
PD-L1 cured mice protected naive untreated mice (Figure 2F). Indeed, mice initially treated
with anti-PD-L1 alone or in combination with anti-mSIRPa exhibited plasmatic anti-Hepal.6
and anti-hepatocyte 1gG responses (Extended Figure 5B, C). Tumor-infiltrating leukocyte
(TIL) analysis after 10 days of treatment confirmed that the combination of SIRPa blockade
with anti-PD-L1 or anti-4-1BB modified the TME (Extended Figure 6). Specifically, both
these combination therapies significantly increased T-cell frequency in the TME and reduced
the frequency of immunosuppressive Tregs and MDSCs. However, while combining
anti-mSIRPa. mAb with anti-4-1BB mAb favored CD8+ T-cells, the combination of
anti-mSIRPo with anti-PD-L1 favored CD4+ T-cells responses. Moreover, SIRPa/PD-L1
combined therapy significantly reduced the frequency of immature transitional B cells but

increased plasmablast infiltration.

202 |Page



Anti-mouse and -human SIRPa mAbs promote chemokine secretion and T-cell migration in
the tumor nest

Tumor-associated stromal cells (eg. macrophages) have been recently implicated in the immune
exclusion phenotype observed in a subcutaneous MC38 tumor model (21). In agreement with
these data, we found that after anti-PD-L1 therapy CD3* T-cells weakly infiltrated the tumor
nest in the MC38 model (Figure 2G). In contrast, SIRPa blockade in combination with T-cell
ICB induced T-cell infiltration in the tumor nest, which is consistent with the observed high
rates of CR (Figure 2A). In the orthotopic Hepal.6 model, T-cell infiltration increased in the
liver after 10 days of treatment with anti-PD-L1 or anti-4-1BB monotherapy. However, these
T-cells were mainly on the margin of tumor nodules, in regions where macrophages could also
be found (Figure 2H). Similar to the MC38 model, anti-mSIRPa + anti-PD-L1 or anti-4-1BB
combinations significantly increased CD3" T-cell and F4/80+ macrophage infiltration within
tumor nodules (Figure 2H). Nanostring transcriptomic analysis in the liver (murine PCIP
panel) revealed that both SIRPa/PD-L1 and SIRPa/4-1BB combination treatments modified the
TME extensively (Figure 3, Extended Figure 7) and induced similar changes in gene
expression. STRING analysis of the upregulated gene cluster identified increased expression of
genes associated with chemokine and cytokine pathways (Figure 3B, C) and down-regulation

of genes involved in metastasis and the TGFf pathway (Extended Figure 8).

Histological and transcriptomic analyses of the TME in our mouse models indicated that, in
addition to inhibiting phagocytosis, SIRPa also seems to control the secretion of chemokines
by myeloid cells upon interaction with CD47* tumors. Thus, anti-mSIRPa mAbs appear to
reinvigorate tumor-associated myeloid cells and promote T-cell attraction to the tumor nest. To
assess whether this SIRPa function is conserved in humans, surgically dissociated tumor

explants from hepatocellular carcinoma (HCC, n=7), colorectal carcinoma (CRC, n=1),
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pancreatic ductal carcinoma (PDAC, n=1), and renal cell carcinoma (RCC, n=2) patients, as
well as cells of mesothelioma pleural effusion (Meso, n=7), were cultured ex vivo with a
selective antagonist human anti-SIRPo. mAb (OSE-172, binds selectively SIRPo but not SIRPy)
or an isotype control mAb (Figure 4A). Transcriptomic NanoString analysis (Human PCIP
panel) conducted after 48 hours revealed that selective anti-hSIRPa mAb alone significantly
modified gene expression in a variety of human TMEs (Figure 4B, Extended Figure 9).
Notably, selective anti-hSIRPa mADb induced over-expression of genes involved in chemotaxis
and adaptive immune functions (Figure 4C). To assess whether chemokine gene expression
upregulation induced by SIRPa inhibition is related to tumor-associated myeloid cell
modification, isolated CD14+ myeloid cells from human ovarian cancer ascites (n=8) were
cultured ex vivo for 48 hours with selective anti-hSIRPa or isotype mAbs (Figure 4D).
Transcriptomic (NanoString Human MII_v2 panel) and GSEA analyses showed that selective
SIRPa blockade significantly enriches chemokine and cytokine gene expression in myeloid
cells, when compared to the isotype control condition (Figure 4E). Consistent with this,
clustering of the 100 most overexpressed genes in anti-hSIRPa versus isotype conditions

identified two clusters of genes associated with chemokine and cytokine functions (Figure 4F).

Finally, anti-hSIRPa mADbs restored the CD47-induced reduction in chemokine secretion (eg.
CCL3, CCL4) by human GM-CSF-derived macrophages from primary blood monocytes of
healthy donors in vitro (Figure 5A). Similarly, selective SIRPa blockade significantly
increased CCL4 secretion by human monocytes cultured with different human tumor cell lines
(Figure 5B). To assess whether human macrophages immunosuppressed by SIRPa signaling
affect T-cell migration in vivo, we injected monocyte-derived human macrophages
intradermally in the ear of immunodeficient mice previously infused intraperitoneally with

autologous human peripheral blood leukocytes (Figure 5C). Ear immunohistological analysis
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performed six hours after macrophage injection showed that human T-cell infiltration is
significantly increased by selective anti-hSIRPa mAbs (Figure 5D,E). Interestingly, although
a non-selective antagonist anti-hSIRPa/y mAb (Kwar23, binds to both hSIRPa and hSIRPy and
blocks their interaction with CD47) restored chemokine secretion in human macrophages in
vitro (Extended Figure 10), T-cell migration in vivo was not affected by this SIRPa/y
antagonist (Figure 5D). These data are consistent with previous research suggesting that SIRPy
plays an important role in cell-cell adhesion and/or T-cell transendothelial migration in human

T lymphocytes (48, 49).

Selective targeting of human SIRPa without affecting SIRPy/CD47 interaction increases
human T-cell responses

Recently, it has been shown that SIRPa/CD47 blockage using CD47” mutant mice or anti-
CD47 mAbs (which could opsonize tumor cells) promote antigen cross-presentation by
dendritic cells and, consequently, antigen-specific T-cell activation (31, 45). Notably, we found
that while type 2 conventional dendritic cells (cDC2, CD11c™ CD11b* CD8) express high
levels of SIRPa, cDCI1 (CD11c¢* CD11b'™ CD8") express very low levels of the receptor
(Extended Figure 11A). Consistent with these SIRPo expression patterns, cDC1 were more
efficient than ¢cDC2 in promoting antigen cross-priming of OT-1 CD8* T-cells in vitro
(Extended Figure 11B). Moreover, anti-mSIRPa (P84, MY1-G1) and anti-CD47 mAbs
significantly increased OT-I T-cells cross-priming by ¢cDC2 but not with ¢cDC1 (Extended
Figure 11C). To determine a potential function of SIRPa in promoting antigen cross-priming
of OT-1 CD8" T-cells in vivo, anti-mSIRPa (MY 1-G1)-treated mice were infused intravenously
with OT-1 CD8" T-cells. At 48 hours after intraperitoneal challenge with ovalbumin antigen,
these mice overexpressed class | MHC, CD86 costimulatory molecule, and CD103 integrin in

both cDC1 and cDC2 subsets (Extended Figure 11D). Moreover, proliferation of OT-I T-cells
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was significantly increased in vivo after anti-mSIRPa mAb (MY 1-G1) treatment, confirming
that inhibiting SIRPa signaling increases CD8" T-cells cross-priming by dendritic cells in

mouse.

The potential role of the SIRPy homologue (Extended Figure 12) in human T cell biology
raises the question of whether the efficacy of anti-SIRPa antibodies and CD47-targeting drugs
in increasing T-cell activity in mice translates similarly to humans. To test this, human tumor
Melan-A-specific HLA-A2" CD8" cytotoxic T-cell clones (Melan-A-specific CTL) isolated
from melanoma patients (59) were re-stimulated with HLA-A2* monocyte-derived human
dendritic cells loaded with a Melan-A 25-mer long peptide. We found that incubation with a
selective anti-hSIRPa (OSE-172) mAb significantly increased IFNy secretion by human Melan-
A-specific CTL, whereas a non-selective anti-hSIRPa/y mAb (Kwar23) and different anti-
CD47 mAbs did not (Figure 6A-B). Interestingly, the non-selective anti-hSIRPa/y mAb
prevented the beneficial effect of OSE-172 in promoting IFNy secretion, suggesting that
blocking SIRPy reduces T-cell cross-priming responses. To understand the mechanisms
underlying this process, we tested these antibodies using a mouse thymoma T cell line lacking
SIRPy expression and transfected with the TCR of Melan-A-specific human CTL and human
CD8. Notably, both the selective anti-hSIRPa mAb alone and the combination of anti-hCD47
+ anti-mCD47 mAbs increased T cell response when the thymoma T-cells were co-cultured
with HLA-A2" monocyte-derived human dendritic cells loaded with the Melan-A 25-mer long-
peptide (Figure 6C). Taken together, these results demonstrate that while blocking SIRPa
increases antigen-specific cross-presentation by human dendritic cells, blocking the
SIRPy/CDA47 interface decreases the cross-priming response of human T lymphocytes. In

addition, targeting CD47 on human T-cells with anti-CD47 mAbs also inhibited conventional
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anti-CD3 + anti-CD28 polyclonal stimulation, allogeneic stimulation, mixed lymphocyte

reaction, and trans-endothelial T-cell migration (Figure 6 D-G).
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Discussion

ICB therapies targeting T-cells show broad clinical efficacy in oncology, however, the medical
needs remain high as up to 70% of patients do not show a long-term response, with the
exception of some rare indications. Combination therapies using two types of ICB targeting T-
cells have already demonstrated superior clinical efficacy, albeit with increased immune-related
adverse events (60). The identification of alternative therapeutic approaches is therefore needed
for extending the benefits of immunotherapy beyond inflamed tumors. Simultaneously
activating adaptive and innate immune responses otherwise inhibited in the tumor
microenvironment (TME) is likely to overcome this limitation. Our study uncovers a previously
unknown role of the SIRPa innate immune checkpoint in controlling macrophage chemokine
secretion in the TME, and hence in preventing T-cell exclusion from the tumor nest. Moreover,
we show that blocking SIRPa signaling synergizes with T-cell immune checkpoint blockade
and T-cell co-stimulatory agonists in vivo. Importantly, we revealed significant differences in
the activity of mAbs targeting either CD47 or SIRPa in humans. Indeed, while selectively
blocking SIRPa preserves and enhances T-cells responses, interfering with the SIRPy/CD47

axis inhibits human T-cell activation, cytokine secretion, and T-cell migration.

Preclinical research mainly using human tumor-xenograft models in immunodeficient mice
shows that CD47 blockade effectively promotes tumor elimination by increasing macrophage
phagocytosis (50-54). It was also shown that CD47 blockade synergizes with therapeutic anti-
tumor antigen antibodies by enhancing antibody-dependent macrophage phagocytosis (42). A
recent phase 1b clinical trial on relapsed and refractory B-cell non-Hodgkin’s lymphoma
patients showed that anti-CD47 mAbs have very promising activity when used in combination
with the rituximab anti-CD20 mAb (61). However, due to the ubiquitous expression of CD47,
including in erythrocytes and platelets, anti-CD47 therapeutic strategies have limited

therapeutic window, as the high dosages needed to overcome antigen sink entail safety risks for
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the patients. Moreover, while anti-CD47 mAbs increase macrophage phagocytosis of CD47-
expressing tumor cells, they also affect other CD47-ligand pathways, and we currently have
limited knowledge of the clinical consequences of interfering with these pathways. Although
the preclinical efficacy of anti-SIRPa mAbs has been previously reported (56), the therapeutic
potential of SIRPa antagonists in SIRPa-negative tumors was not addressed. Indeed,
monotherapy with anti-SIRPa mAbs (with Fc-effector ADCC and ADCP function) has been
assessed in heterotopic models of melanoma and renal carcinoma, which are tumors that express
unusually high levels of SIRPa (56). Moreover, in SIRPa-negative tumor xenograft models,
anti-SIRPa. mAbs have only been tested in combination with cytotoxic antibodies (Rituximab,

Cetuximab) that are known to induce antibody-dependent macrophage phagocytosis (55, 62).

To evaluate the clinical potential of anti-SIRPa mAbs and understand how SIRPa signals
modify the TME, we tested non-cytotoxic antagonist anti-SIRPa. mAbs on SIRPa-negative
tumor syngeneic and orthotopic mouse models. We found that blocking SIRPa signaling was
sufficient to modify the TME. Moreover, anti-SIRPa monotherapy was effective in inhibiting
tumor growth and preventing tumor metastasis in triple-negative breast cancer and
mesothelioma orthotopic models that are highly enriched in myeloid cells. In models where
anti-SIRPa. monotherapy showed weak efficacy (e.g. orthotopic hepatocellular carcinoma or
subcutaneous colorectal carcinoma models), a strong synergistic association was found with
immunotherapies promoting T-cells responses, such as PD1/PD-L1 antagonists or a 4-1BB co-
stimulatory agonist. Most of the mice (60-80%) treated with SIRPa/PD-L1 or SIRPa/4-1BB
combination therapy eradicated the primary tumor and developed robust and durable adaptive

immune memory.
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Transcriptomic and histological analyses revealed major TME modification upon SIRPa
blockade, including T lymphocyte accumulation within the tumor nest that were otherwise
found restricted to the tumor margin. In parallel, significant over-expression of genes encoding
for chemokines and cytokines were measured in the TME. These results suggest that anti-SIRPa
mADbs may re-invigorate the chemokine secretion by myeloid cells in the TME. Indeed, ex vivo
experiments using a human whole tumor organoid model or purified CD14* myeloid cells from
ovarian carcinoma ascites showed that anti-hSIRPa mAbs induce significant up-regulation of
chemokine gene expression. Finally, human macrophages cultured in vitro on CD47-coated
plates or with different human tumor cell lines exhibited significant inhibition of chemokine
secretion, which was reversed by selective anti-hSIRPa mAb. Administration of the selective
anti-hSIRPo mAb in vivo in humanized mice promoted human T-cell infiltration where human
macrophages were implanted. Altogether, these results demonstrate that a high CD47-
expression environment, such as a solid tumor microenvironment, may inhibit not only
macrophage phagocytosis but also chemokine secretion by myeloid cells via the SIRPa/CD47
axis, thereby contributing to T cell exclusion from the tumor nest and resistance to anti-

PD1/PD-L1 immunotherapies.

Anti-CD47 mAbs promote antigen cross-presentation by dendritic cells and increase antigen-
specific T-cell activation in mouse (31, 44). In addition, it was recently reported that anti-CD47
antibody-mediated phagocytosis of cancer cells by macrophages can also generate cytotoxic
CD8+ antitumor T-cell responses in immunocompetent mice (30). Consistent with these data,
we found that anti-mSIRPa mAbs promoted antigen-specific CD8+ T-cells proliferation by
SIRPa* dendritic cells in mouse. However, these mechanisms could not be translated to human
models, likely due to the poorly understood role of the SIRPy homologue in human T-cell

biology. Preliminary reports indicate that SIRPy may be involved in T cell adhesion, co-
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stimulation, and transendothelial migration processes (48, 49). We found that a selective human
SIRPa antagonist antibody (i.e. which does not bind to SIRPy) enhances cross priming by
human dendritic cells and antigen-specific human IFNy T cell response. In contrast, human T-
cell response remained unchanged in this cross-priming assay with anti-CD47 mAbs or a non-
selective anti-hSIRPo/y mADb, contradicting our findings in mouse models. This discrepancy
between the activity of anti-SIRPa mAb in mice and humans might be explained by differences
in dendritic cell biology or, alternatively, by a potential deleterious effect of these antibodies
on human T cells. Indeed, experiments using chimeric mouse T-cell clones lacking SIRPy
expression and cultured with human dendritic cells showed that anti-CD47 and anti-hSIRPa
mADbs can trigger T-cell responses. Consistent with this, polyclonal and allogeneic human T
cell stimulation assays showed that anti-CD47 mAbs induced immunosuppressive effects,
whereas the selective anti-hSIRPa mAb preserved T cell responses. Moreover, anti-CD47
mADbs also had a negative impact on human T cell transendothelial migration in vitro, in
agreement with our in vivo data in humanized mice showing that selective anti-hSIRPa mAb
promoted human T-cell migration in tissue infiltrated with human macrophages while the non-
selective anti-human SIRPa/y antagonist mAb did not. Altogether, these results reveal that the
SIRPy/CDA47 axis plays a previously underappreciated role in human T-cell biology, and
suggest that in humans immunotherapies selectively targeting SIRPa differ mechanistically

from those targeting CDA47.

This study shows that selectively blocking SIRPa on myeloid cells without tumor cell
opsonization promotes anti-tumor responses and positively modifies the TME. Notably, the
SIRPa/CDA47 axis inhibits not only macrophage phagocytosis, but also chemokine secretion in
mouse and human myeloid cells, thereby inducing T-cell exclusion from the tumor nest and

contributing to resistance to anti-PD1/PD-L1 immunotherapies. Finally, we uncover a novel
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role for the human-specific SIRPy/CDA47 axis in promoting human anti-tumor T-cell responses.
Thus, selective blockade of SIRPa signaling may open novel treatment avenues to reinstate
efficient adaptive immune responses against tumor antigens while offering different therapeutic

index than current anti-CD47-based approaches.
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Figures legends (legend < 250 words for each figure)

Figure 1: Anti-SIRPa monotherapy efficacy in orthotopic syngeneic tumor models

(A) Primary tumor volume and (B) lung metastasis count in the 4T1 triple-negative breast
orthotopic tumor model (0.25x10° cells injected in the mammary fat gland) of mice treated i.p.
with a control mAb (black, n=7), the P84 (red, n=8) or MY1-G1 (blue, n =6) anti-SIRPa
antagonist mAbs at 10mg/kg three times from day 4 to day 18. (C) Tumor infiltrating and
peripheral leukocyte phenotype modification after treatment with P84 (red, n=7) or control
(black, n=9) mAbs 15 days after tumor implantation. (D) Same protocols and symbols as in
(A), but a surgical resection of the primary tumor was performed 13 days after tumor
implantation and the survival of mice (n=7 per group) was analyzed. (E) Survival of WT (black,
n=23) and SIRPa mutant (purple, n=11) untreated mice injected on day 0 in the pleural cavity
with AK-7 mesothelioma tumor cells (3x10°). Some WT mice were also treated i.p. with the
MY-1-mG1 anti-SIRPa mAb (blue, n=16) from d4 to d32 at 10mg/kg three times a week. Three
independent experiments were prformed. (F) Cured-SIRPo mutant mice from the AK7 model
were rechallenged i.p. with a new load of 3x10° AK-7 cells (n=6). Same injection was
performed in untreated WT mice as control (n=7). CR: Complete Response. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.005 (unpaired Mann-Whitney or log-rank for survival).
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Figure 2: Anti-SIRPa synergizes with anti-PD-L1 and anti-4-1BB mAbs and prevents T-cell
exclusion

(A) Tumor volume in the MC38 colorectal carcinoma model of mice treated i.p. three times a
week (day 4-28) with a control mAb (black, n=6), MY1-G1 anti-SIRPa mAb (blue, 10 mg/kg,
n =13), an anti-PD-L1 mAbs (10F-9G2, empty green triangle, 6 mg/kg, n=12) or the
combination of MY1-G1 and anti-PD-L1 (full green triangle, n=28). (B) Survival of untreated
naive mice (black, n=7) or MC38 tumor-free mice treated with the anti-SIRPo+PD-L1
combination (green, n=10) and rechallenged with MC38 cells 2 months after first tumor
inoculation. (C) Survival of mice in the Hepal.6 hepatocellular carcinoma orthotopic model
treated i.p. from (day4-28) three times a week with control mAb (black, n=48), the P84 anti-
SIRPa mADb (red, 10 mg/kg, n=48), anti-PD-L1 (empty green triangle, 6 mg/kg, n=14) or P84+
anti-PDL-1 (full green triangle, n=18). Some mice received two i.p. injection (day 4 & 8) of 3
mg/kg of an anti-4-1BB agonist (3H3, empty blue round, n=15) alone or in combination with
P84 (full blue round, n=15). Three independent experiments are represented. (D) Survival of
untreated naive mice or Hepal.6-cured mice in combination rechallenged with Hepa 1.6 cells
injection in the spleen 3-4 months after first tumor inoculation. Same symbols as in (C). (E)
Survival of untreated naive mice implanted with Hepa 1.6 cells in the portal vein after adoptive
transfer of 10x10° splenocytes or 2.5x10° spleen T-cells isolated from cured mice in (D). (F)
Same as in (E) after adoptive transfer of 200uL of plasma from PD-L1/SIRPa-cured mice. (G)
T-cell infiltrates histological quantification in the MC38 model three weeks after tumor
inoculation, same treatment as in (A). blue: nucleus, green: CD3. (H) T-cell and macrophage
infiltrates histological quantification in the Hepal.6 model two weeks after tumor inoculation,
same treatment as in (C). blue: nucleus, green: CD3, red: F4/80. CR: Complete Response. *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.001 (unpaired Kruskall-Wallis, Mann-Whitney or
log-rank for survival).
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Figure 3: Tumor microenvironment transcriptomic modifications after anti-SIRPo.
combination therapy in mouse

Transcriptomic NanoString (PanCancer Immune Profiling panel) analysis of the liver of mice
in the orthotopic Hepal.6 hepatocellular carcinoma model ten days after treatment initiation.
Same color and symbols as Figure 2C. (A) nSolver relative gene expression analysis and
heatmap representation (normalized to the median of control group) of mice treated with control
Ab (n=5), P84 anti-SIRPa mAb (n=4), 4-1BB agonist +/- P84 (Up, n=6/group) or anti-PD-L1
mAb +/- P84 (Bottom, n=6/group). The solid line rectangle surrounds the cluster of gene
expression increased with P84 combination, while the dotted line rectangle surrounds the
cluster of gene expression decreased with P84 combination (see Extended Figure 8 for detailed
list). (B) STRING protein-protein network analysis of upregulated gene cluster surrounds by
the solid line rectangle in (A). (C) Transcriptomic gene expression signature as annotated by
NanoString according the related function obtained using nSolver advanced analysis. *P < 0.05,
**P < 0.01 (unpaired Kruskall-Wallis).
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Figure 4: Anti-SIRPa mAb reinvigorates myeloid cells in the human tumor microenvironment

(A) Fresh human surgical tumor explants (HCC n=7, RCC n=2, CRC n=1, PDAC n=1)
dissociated in small organoids by enzymatic and mechanical digestion or cells from
mesothelioma pleural effusion (n=7), were cultured for 48 hours with 10 pug/ml of selective
anti-SIRPo. (OSE-172) or irrelevant control mAbs. Transcriptomic analysis was performed
using the Human PanCancer Immune Profiling panel (NanoString). (B) nSolver relative gene
expression analysis and Vulcano plot representation using the Benjamini-Hochberg method to
adjust the p-value and the tumor origin as a confounding factor. (C) Heatmap representation of
the significantly overexpressed genes after treatment with anti-SIRPa (Left). Gene expression
signatures of main function identified in overexpressed genes as annotated by NanoString
(Right). (D) Myeloid cells from ovarian cancer ascites were isolated after Ficoll separation of
ascites fluid and magnetic separation of CD14+ cells. Isolated myeloid cells were cultured for
48 hours with 10 pg/ml of selective anti-SIRPa (OSE-172) or irrelevant control mAbs.
Transcriptomic analysis was performed using the Myeloid Innate Immunity panel v2
(NanoString). (E) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of functional gene expression
signatures identified by nSolver analysis as significantly over-expressed after anti-SIRPa
treatment. (F) STRING protein-protein network analysis top 100 most overexpressed genes
after anti-SIRPa treatment (Left). Heatmap representation of individual patient gene expression
from the two main functional clusters (chemokine and cytokines) identified by the STRING
analysis (Right). *P < 0.05, ****P < 0.0001 (paired Mann-Whitney).
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Figure 5: Anti-SIRPa mAb reinstates myeloid cell chemokine secretion and human T-cell
migration

(A) CCL3 (n=7) and CCL4 (n=6) chemokines secretion of human macrophages cultured for 24
hours on normal or CD47-coated plate with or without anti-SIRPa. mAb (OSE-172, 10ug/ml).
(B) CCLA4 secretion of human monocytes cultured 24 hours in contact with different human
tumor cell lines and 10 pg/ml of anti-SIRPa mAb (OSE-172) or irrelevant control Ab (one
representative donor over n=5). (C) Immunodeficient NSG-SGM3 mice (expressing human
IL3, GM-CSF and SCF) humanized with 30.10° human PBMC injected intraperitoneally were
treated i.p. on day 4 with 10 mg/kg of a selective anti-SIRPa. mAb (OSE-172, n=10), a non-
selective anti-SIRPa/y mAb (Kwar23, n=3) or an irrelevant control mAb (n=11). Intradermal
injection in the ear of autologous human macrophages (generated in vitro from blood
monocytes cultured 5 days with 100ng/ml M-CSF) was performed on day 5. (D) The ear was
collected for immunohistological analysis 6 hours after macrophages injection. T-cell
infiltration was quantified per mm3 of tissue using quantification of CD3+ cells on serial
sections from each individual mouse (E) Representative example of human CD3 staining
(green) and nucleus (blue) from each group. (D-E). *P < 0.05, **P < 0.01 (unpaired Mann-
Whitney).
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Figure 6: Selective targeting of SIRPa. sparing SIRPy/CD47 preserves human T-cell responses

(A) Representative IFNy response of human HLA-A2/Melan-A-specific CD8+ T clones
stimulated for 6 hours with human HLA-A2+ dendritic cells cross-presenting the long peptide
Melan-A/MART-1 and pre-incubated for 24 hours with the peptide and 10 pg/ml of different
mADbs targeting the SIRPa/SIRPy/CD47 pathway. (B) Quantification of the IFNy response as
in (A) in indicated mAbs conditions normalized to the irrelevant control mAb condition for
each dendritic cell donors. (C) IL-2 secretion by a mouse chimeric thymoma cell line
transfected with human CD8 and the HLA-A2/Melan-A TCR cultured for 48 hours with muman
HLA-A2+ dendritic cells loaded with Melan-A long peptide and cultured with different mAb
targeting at SIRPa or CD47 as in (A). (D) Proliferation of isolated human T-cells from human
PBMC cultured with 10 pg/ml of indicated anti-SIRPa. or CD47 mAbs for 3 days with anti-
CD3/anti-CD28 coated beads or (E) for 5 days with allogeneic LPS-matured human dendritic
cells. Proliferation was measured by thymidine incorporation and normalized with the control
condition. (F) Human PBMCs from allogeneic healthy donors were cultured for 5 days with
the indicated mAbs at 10ug/mL. T-cell proliferation was assessed by H2 thymidine
incorporation, and TNFa and IFNy secretion was quantified by ELISA in the supernatant and
normalized to the control condition. (G) Human T-cell migration across a monolayer of TNFa-
activated endothelial cells in the presence of 10 pg/ml of indicated mAbs and CXCL-12 (50
ng/ml) as chemoattractant. The number of transmigrated T-cells was determined by flow
cytometry after 4 hours of co-cultured and normalized with the control condition. *P < 0.05,
**p < 0.01, ***P < 0.005, ****P < 0.001 between indicated conditions (unpaired Kruskall-
Wallis, Mann-Whitney). #### P < 0.001 as compare to control Ab condition.
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RESUME

Développement d’un agoniste anti-ChemR23 comme vecteur de la résolution de

'inflammation.

Mots clés : Résolution de I'inflammation, ChemR23, inflammation chronique, Neutrophiles,

Efferocytose, Résolvine E1

Résumé : La résolution de l'inflammation est un
mécanisme actif qui met en jeu 3 phénomeénes :
réduire la migration leucocytaire, induire
l'apoptose des neutrophiles et activer
I'efferocytose par les macrophages. Elle est
orchestrée par des médiateurs lipidiques de
linflammation (SPM), parmi lesquels Ila
Résolvine E1 ciblant ChemR23 accélére la
résolution de l'inflammation dans des modéles
d’inflammation aigués. L’échec de la résolution

de linflammation est fortement associé au
déclenchement de maladies inflammatoires
chronique. Nous avons identifié  une

surexpression du récepteur ChemR23 ainsi
gu'une accumulation de neutrophiles dans la
muqueuse des patients atteints de maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et
qui ne répondent pas aux anticorps anti-TNF,
soulevant lintérét d’une telle cible dans ces
pathologies.

L’'impact thérapeutique d’'un anticorps agoniste
de ChemR23 (aChemR23) a été évalué. Nous
avons déterminé que I'expression de ChemR23
sur les cellules myéloides est inductible par des
signaux inflammatoires. Son activation par un
aChemR23 augmente la production de ROS,
'apoptose des PMN, ainsi que l'efferocytose,
démontrant son effet pro-résolutif. Nous avons
observé une accélération de la résolution de
linflammation dans deux modéles de colites
aigués. De plus, dans 2 modéles de colites
chroniques, qui ne présentent pas de
résolution, un effet clinique majeur a été
observé aprés traitement avec un aChemR23.
Pour finir, un effet thérapeutique de
laChemR23 a pu étre observé dans des
modéles  expérimentaux  d’auto-immunités
suggérant que I'activation de la voie ChemR23
comme traitement ne se limite pas aux seules
MICI.
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ABSTRACT

Development of an agonistic anti-ChemR23 antibody to activate the resolution of

inflammation

Keywords: Resolution of inflammation, ChemR23, Chronic inflammation, Neutrophils,

Efferocytosis, Resolvin

Abstract: Resolution of the inflammation is an
active process divided in 3 phases: (1) preventing
the leukocyte migration, (2) increasing
neutrophils apoptosis and (3) the induction of
macrophage mediated-efferocytosis. This
mechanism is induced by specialized pro-
resolving mediator (SPM), such as Resolvin E1
targeting ChemR23 receptor, that stimulates the
resolution of inflammation in acute inflammation
models justifying the therapeutics potential of this
strategy. A failure in the resolution phase is
strongly associated with several chronic
inflammatory diseases. We identified an
overexpression of ChemR23 associated with
neutrophil infiltration in the intestine mucosa of
IBD patients non-responders to anti-TNF
biotherapy. We characterized the impact of an
agonist anti-ChemR23 antibody (aChemR23
mADb)

to activate the resolution of inflammation. We
observed an upregulation of ChemR23
expression by myeloid cells after inflammatory
stimulation. Its activation with the aChemR23
improves the ROS production and PMN'’s
(polymorphonuclear neutrophil) apoptosis, as
well as efferocytosis demonstrating the pro-
resolutive effects of the antibody. Moreover, the
resolution was accelerated in two acute colitis
models, to similar extent to the natural ligand of
ChemR23 (RvE1). In two chronic colitis models
without spontaneous resolution, a major clinic
effect was also demonstrated after treatment
with aChemR23 by triggering the resolution.
Moreover, a therapeutic effect was observed in
auto-immune models suggesting a potential role
of ChemR23 in several chronic inflammatory
diseases.
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