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Résumé

Les chimiokines (CKs) jouent un role important dans I'orchestration de la réponse immunitaire
en contrélant notamment la mobilisation des cellules immunitaires. Les cellules myéloides et, en
particulier, les monocytes sont impliquées dans le processus inflammatoire et notamment dans
le développement des cancers. En effet, les cellules dérivées des monocytes ou macrophages
associés aux tumeurs sont fortement représentés dans le micro environnement tumoral et sont
souvent associés a un mauvais pronostic. La caractérisation des mécanismes aboutissant au
recrutement des monocytes dans la tumeur représentent donc un enjeu majeur pour
I'optimisation des protocoles thérapeutiques anti-cancéreux. Chez la souris, deux populations
monocytaires sont caractérisées sur la base de I'expression différentielle des récepteurs aux
chimiokines CCR2 et CX3CR1 et interviennent dans leur recrutement et leur différenciation en

) et les monocytes

macrophages dans les tissus, les monocytes inflammatoires (CCR2*, CX3CR1
dits résidents (CCR2, CX3CR1high). L’objectif principal de mon projet de recherche a été de mieux
comprendre les mécanismes controlant la mobilisation des monocytes suite a un traitement
chimiothérapeutique. Jai entrepris d’étudier le role des récepteurs aux chimiokines, en
particulier CX3CR1, dans la reconstitution monocytaire apres traitement chimiothérapeutique
par le cyclophosphamide (CP), un agent alkylant reconnu pour son activité myélosuppressive. Le
CP provoque un renouvellement des monocytes et une forte infiltration de la tumeur par les LT
spécifiques de la tumeur (issus d’un transfert adoptif) associés a la réactivation de la réponse
immune anti-tumorale. Cependant, les LTs spécifiques de I'antigéne de la tumeur se localisent
préférentiellement dans des zones riches en cellules dendritiques associées a la tumeur (TuDCs)
et sont piégés par ces dernieres. Ces interactions diminuent potentiellement le nombre de
contacts entre les LT et les cellules tumorales suggérant un réle pro tumoral des TuDCs. Le
traitement au CP provoque une déplétion des cellules myéloides suivie d’'une reconstitution
massive des réservoirs de monocytes (moelle osseuse et rate). Au cours de la reconstitution
monocytaire, I'expression de CX3CR1 diminue et est corrélée a une diminution de I'adhérence ex
vivo des cellules médullaires. Nous avons mis en évidence une mobilisation accrue des
monocytes inflammatoires au sein des souris CX3CR1 - comparée aux souris WT et CCR27.
L'imagerie in vivo de la moelle osseuse au sein de souris CX3CR17 ou a 'aide d’un antagoniste
de CX3CR1 nous a permis de montrer un réle spécifique de CX3CR1 dans le « crawling » sur les
cellules endothéliales et le confinement des cellules monocytaires au niveau des sinus et du
parenchyme médullaire. Nous suggérons qu’au cours de la mobilisation cellulaire induite par le
CP le récepteur CX3CR1 controle la rétention médullaire des monocytes. Nous pensons que la
modulation du taux de mobilisation cellulaire au cours de la reconstitution induite par CP et/ou
le ciblage de CX3CR1 pourrait, par augmentation du pool de cellules myéloides leucocytaires
d’un hoéte, contribuer a I'amélioration des réponses cellulaires a la suite d’une lésion tissulaire
ou d’un dysfonctionnement des défenses immunitaires. De plus, le ciblage de CX3CR1 pourrait
trouver des applications dans le domaine de la greffe de HSCs.



Summary

Chemokines orchestrate immune response especially by leucocytes mobilization.f Myeloid
cells, notably monocytes, are involved in inflammation and cancer development. Indeed
monocyte-derived cells and macrophages are strongly represented: in tumour
microenvironment and are associated with a bad prognosis. Characterizatioh of mechanisms
leading to monocytes recruitment within the tumor is thus a major issue in’ anti-cancer
therapeutic protocols optimization. Based on the differential ,expression_of chemokine
receptors CCR2 and CX3CR1, two populations of monocytes, inflammatory monocytes
(CCR2*, CX3CR1®") and resident monocytes (CCR2,, CX3CR1"&") ‘have.been characterized in
mice which are involved in monocytes recruitment and differentiation into macrophages.
The main objective of my work was to better understand, the mechanisms of monocytes
mobilization following chemotherapeutic treatment. | started to study the role of chemokine
receptors with a focus on CX3CR1 in monocytes reconstitution following cyclophosphamide
(CP) treatment. CP is an alkylant agent known for its.myelosuppressive properties. This
chemotherapeutic agent induces a transitory antistumour immune response associated with
a monocyte renewal and a strong infiltration of the tumour by adoptively transferred T
lymphocytes. However, antigen-specific T cells are trapped by tumour-associated dendritic
cells (TuDCs). This potentially decreases interactions between T lymphocytes and tumour
cells suggesting an immunosuppressivénrale of TuDCs. CP induces a strong depletion of
myeloid cells followed by a massive reconstitution of bone marrow and spleen monocytes
reservoirs. CX3CR1 expression on  bone marrow monocytes is decreased during
reconstitution and correlated with/a decreasing adhesion of these cells to CX3CL1 ex vivo.
We highlighted an incréased mobilization of inflammatory monocytes in CX3CR1”" mice
compared to WT and CCR2’4 Intra vital imaging of bone marrow within CX3CR1” mice or
with the help of a/CX3CR1 antagonist allowed us to show a specific role of CX3CR1 in the
lumen crawling“and..confinement of monocyte-derived cells in both sinusoid and
parenchyma 0f the bone marrow. We suggest that CX3CR1 controls the release of bone
marrow.monocytes during CP-induced mobilization. We think that modulating the rate of
cellular. mobilization, by increasing the host's leukocyte pool during CP induced
reconstitution, and/or targeting CX3CR1, could contribute to improve cellular response
following tissue damage or immune cell dysfunction. Furthermore, targeting CX3CR1could
provide applications in the stem cell transplantation domain.
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Introduction

Le cancer est une pathologie qui constitue un probléeme de santé publique. Le
développement cancéreux est un processus complexe impliquant de nombreux acteurs
cellulaires et moléculaires. Les cellules du systeme immunitaire jouent un role complexe
dans ce contexte. Parmi elles, les cellules du systéme phagocytaire sont éminemment
représentées au sein d’une tumeur. Leur présence est souvent associée a un mauvais
pronostic de survie. Néanmoins, elles participent a I'activation de la réponse immune anti-
tumorale au cours d’un traitement chimiothérapeutique. Au cours de mon étude, je me suis
intéressé aux mécanismes qui régulent le recrutement des monocytes issus de la moelle
osseuse. J'ai porté un intérét plus particulier au role des récepteurs de chimiokines CCR2 et
CX3CR1 et a leur(s) ligand(s) respectif(s) exprimés sur les monocytes. Ce manuscrit
introduisant mon travail de thése est composé de trois parties principales. Nous ferons état,
dans un premier temps, des connaissances qui ont permis de comprendre les étapes qui
conduisent a la transformation d’une cellule saine en une cellule cancéreuse. Nous
expliquerons également comment une tumeur se développe et se dissémine au sein d’un
organisme. Le chimiotactisme, la migration cellulaire et la dissémination tumorale sont des
processus qui mettent en jeu les chimiokines. Nous détaillerons précisément la structure et
les fonctions de ces molécules et de leurs récepteurs. Nous expliqguerons ensuite les
mécanismes et les étapes qui controlent la mobilité cellulaire et la migration trans-
endothéliale. Enfin, nous insisterons sur le role que jouent les chimiokines en présence d’une
tumeur. Dans la seconde partie du manuscrit, nous discuterons de la relation complexe
entre les cellules tumorales et le systéeme immunitaire. Nous commencerons par discuter du
role du systeme immunitaire dans la réponse anti tumorale et du concept d'immuno-
édititon tumoral. Nous détaillerons ensuite les fonctions anti et pro-tumorale des leucocytes
associés a la tumeur et nous introduirons brievement le réle de la chimiothérapie et la
capacité de certains traitements a moduler la réponse immune anti tumorale. Dans la
troisiéme partie de cette introduction, nous porterons notre attention sur le développement
et les fonctions du systéme monocytaire. Nous commencerons par une description
structurale et fonctionnelle de la moelle osseuse ainsi que de son role dans le contrdle de la
maturation des cellules hématopoiétiques, puis nous détaillerons I'ontogénie et les fonctions

des monocytes. Nous insisterons plus particulierement dans ce dernier chapitre
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d’introduction sur le réle des récepteurs de chimiokines CCR2 et CX3CR1 dans le controle de

la rétention et de la libération de monocytes médullaires.

I Cancer chimiotactisme et mobilité cellulaire

Au cours de ce chapitre, nous expliquerons comment une cellule tumorale émerge puis se
développe en un réseau complexe par l'intermédiaire de nombreux types cellulaires et
facteurs moléculaires. Nous décrirons les différentes acquisitions de fonctions nécessaires au

développement d’une cellule tumorale.

A Cancer et développement tumoral

Le cancer est une pathologie causant un probleme de santé publique. En effet, en France il
est la premiére cause de déces prématuré avant 65 ans pour 'homme comme pour la
femme. En effet, il a été responsable de 38% des déces masculins et 47% des décés féminins
entre 2004 et 2008. Par ailleurs, le cancer du poumon (chez 'homme) et le cancer du sein
(chez la femme) sont les premiéres causes de déces (toutes causes confondues) entre 45 et

64 ans (source Institut National du cancer, www.e-cancer.fr). Les cellules cancéreuses sont

caractérisées par plusieurs propriétés, notamment un potentiel de réplication illimité.
Initialement, I'identification de mutations génétiques sur ces cellules a permis de mettre a
jour l'implication de deux catégories de génes dont |'expression pouvait étre modifiée :
[1] les proto oncogenes qui favorisent la prolifération et [2] les génes suppresseurs de
tumeurs qui inhibent la prolifération ou facilitent I'apoptose. Les oncogénes sont modifiés
par des mutations qui leur font acquérir une fonction alors que les genes suppresseurs
subissent une mutation délétere traduite par une perte de fonction. Depuis, de nombreuses
autres modifications génétiques transformantes ont été identifiées dans le génome des
cellules cancéreuses. Les cellules acquiérent par ces mutations des fonctions leur permettant
d’échapper aux différents systémes de contréle de I'organisme, ce qui aboutit a une
prolifération anarchique des cellules cancéreuses. Cependant, une tumeur n’est pas
seulement constituée d’'une masse isolée de cellules en prolifération. En effet, elle est
associée a un micro environnement complexe constitué de diverses populations cellulaires
[1] produisant diverses facteurs moléculaires [2] participant au processus de genése et de
développement tumoral (Hanahan and Coussens, 2012; Hanahan and Weinberg, 2011). [1]

Au niveau cellulaire, on note la présence de fibroblastes, de cellules mésenchymateuses, de
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cellules endothéliales, de péricytes et de leucocytes. [2] Les acteurs moléculaires
comprennent la matrice extracellulaire et les protéines solubles dont des enzymes, des
cytokines, des facteurs de croissance et des chimiokines (molécules auxquelles je consacrerai
un chapitre). Tous ces acteurs, de par leurs interactions avec les cellules tumorales, sont
modifiés ou modifient les cellules environnantes, ce qui a pour conséquence de favoriser
I’acquisition de propriétés particulieres nécessaires a la survie et au développement tumoral.
Hanahan et Weinberg ont décrit 6 capacités acquises indispensables a la plupart des cellules
tumorales (FigurelA). lls distinguent : [1] I'autosuffisance envers les signaux de prolifération,
[2] linsensibilité a l'inhibition de contact, [3] l'invasion tissulaire et métastatique, [4]
I'acquisition d’un potentiel de réplication illimité, [5] I'induction d’angiogénése, [6] la

résistance a la mort cellulaire programmée (Hanahan and Weinberg, 2000).

[1] 'autosuffisance envers les signaux de prolifération
En situation normale, la production et la libération de facteurs de croissance sont finement
controlées afin de maintenir une prolifération limitée assurant le maintien de la structure du
tissu et de ses fonctions. Deux parameétres sont connus pour réguler la quantité de facteurs
de croissance : [1] le taux de sécrétion, [2] la biodisponibilité. Les signaux mitogénes sont
déclenchés par des facteurs de croissance qui se lient a des récepteurs membranaires
spécifiques. Le plus souvent, ces récepteurs présentent des domaines intra-cellulaires
contenant des tyrosines kinases. La signalisation déclenchée par ces récepteurs aboutit a la
transcription de gene(s) impliqué(s) dans la survie et la prolifération cellulaire. Les cellules
cancéreuses sont capables de dérégler ces signaux afin de devenir "maitre de leur destinée".
Pour ce faire, elles peuvent adopter plusieurs stratégies (Witsch et al., 2010) : [1] Induire la
production de facteur de croissance et ainsi assurer leur prolifération par voie autocrine. [2]
Envoyer des signaux stimulant les cellules environnantes qui vont libérer des facteurs de
croissance en réponse. [3] Sur exprimer un récepteur de facteurs de croissance. [4] Activer

constitutivement un récepteur ou une protéine impliquée dans les voies de prolifération.
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Figure 1 : Les capacités acquises par la tumeur et les caractéristiques favorisant le
développement des capacités.

A) Schéma synthétique des six capacités acquises nécessaires au développement tumoral. B)
(Encadré violet) Les capacités émergentes et (encadré orange) les propriétés favorisant

I'acquisition des capacités tumorales. D’aprés (Hanahan and Weinberg, 2000; Hanahan and
Weinberg, 2011).
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[2] I'insensibilité a I'inhibition de contact
Le nombre de cellules ainsi que l|'organisation architecturale au sein d’un tissu sont
conservés par l'inhibition de contact. Ce contrdle est exercé par des interactions entre les
cellules qui aboutissent a une inhibition de la croissance. Ainsi, les genes impliqués dans ce
processus sont des genes suppresseurs de tumeurs. Récemment, des mécanismes
d’inhibition de croissance ont été décrits. La protéine Merlin codée par le gene NF2 renforce
I’adhésion inter cellulaire par couplage des protéines d’adhésion (ex cadhérine) au domaine
transmembranaire de récepteur a tyrosine kinase. De plus, la protéine Merlin limite les
signaux mitogéniques en séquestrant des récepteurs aux facteurs de croissance (Curto et al.,
2007; Okada et al., 2005). D’autres protéines onco-suppressives comme LKB1, P53 et RB
(protéine associée au rétinoblastome) peuvent étre impliquées dans |'acquisition de
I'insensibilité a I'inhibition de contact. Une mutation ou la perte de fonction d’une de ces

protéines peut rendre une cellule résistante a l'inhibition de contact.

[3] I'invasion tissulaire et métastatique
Les cellules cancéreuses malignes sont caractérisées par leur aptitude a envahir les tissus et
a former des métastases distantes de la tumeur primaire. La dissémination tumorale s’initie
par la migration des cellules dans les tissus vers un vaisseau lymphatique ou sanguin. Une
fois la circulation atteinte, les cellules tumorales peuvent se disséminer a travers
I'organisme. La dissémination métastatique peut s’effectuer selon différents mécanismes:
[1] par la libération et I'action d’'une enzyme capable de dégrader la matrice extracellulaire
(ex métalloprotéase) (Joyce and Pollard, 2009; Kessenbrock et al.,, 2010), [2] par la
modulation d’expression de protéines d’adhérence (Berx and van Roy, 2009; Cavallaro and
Christofori, 2004). La dissémination métastatique peut également étre orchestrée par les
chimiokines. Ce processus sera détaillé dans un chapitre dédié a ces molécules. L’invasion
tissulaire et métastatique pourrait étre orchestrée par un phénomene de dédifférenciation
ou reprogrammation cellulaire nommé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Cette
transition cellulaire est régulée par I'action du TGFB et permet a la cellule tumorale
d’acquérir une motilité favorisant ses capacités d’invasion, de dissémination et de résistance
a l'apoptose (Klymkowsky and Savagner, 2009; Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al.,
2009). Certaines cellules du microenvironnement notamment les leucocytes associés a la

tumeur peuvent permettre aux cellules tumorales d’acquérir une capacité migratoire. Nous
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détaillerons plus précisément I'implication de ces cellules, plus particulierement celles des

cellules myéloides plus tard.

[4] I'acquisition d’'un potentiel de réplication illimitée
Les cellules normales ont un potentiel de réplication limité et déterminé. En effet, le
processus de sénescence ou vieillissement cellulaire se traduit par le raccourcissement des
télomeéres (extrémités des chromosomes) a la suite de chaque cycle de réplication. La
succession des divisions entraine donc un rétrécissement télomérique létal qui aboutit a la
mort cellulaire programmée de la cellule. Les télomeéres jouent donc un réle essentiel dans le
potentiel réplicatif des cellules et le maintien de l'intégrité de I'information génétique. I
existe une enzyme (la télomérase) capable d’ajouter de nouveaux fragments télomériques a
I'extrémité des chromosomes. Cette enzyme est peu ou pas exprimée dans la plupart des
cellules somatiques mais s’exprime de maniére significative dans 90% des cellules tumorales
(Blasco, 2005; Hanahan and Weinberg, 2011). Ainsi, ces cellules résistent a I'induction de

sénescence et/ou I'apoptose acquérant ainsi un potentiel de réplication illimité.

[5] 'induction d’angiogénese
Les cellules, pour croitre et survivre, ont besoin d’étre approvisionnées en nutriments, en
oxygene et d’éliminer leurs déchets métaboliques. Ceci est assuré par le réseau vasculaire
sanguin. Le réseau vasculaire est mis en place durant I'organogénése et n’évolue que tres
peu durant I'dge adulte. Ainsi, les modifications du réseau vasculaire ont lieu lors des
processus de cicatrisation ou au cours des cycles de reproduction féminins. Au cours de leur
croissance, la plupart des tumeurs initient un programme d’angiogénese leur permettant
d’induire la synthése de nouveaux vaisseaux sanguins (Hanahan and Folkman, 1996).
L'angiogénese est un processus régulé par des facteurs pro et anti angiogénique. L’hypoxie
au sein de la masse tumorale va notamment induire I'expression de ces médiateurs par
I'activation du facteur de transcription HIF-1a. Les principaux facteurs pro-angiogéniques
sont les VEGFs {Vascular endothelial growth factor} et les FGFs {Fibroblast growth factors}.
Les leucocytes associés a la tumeur participent activement a la néo vascularisation de la
tumeur. Nous reviendrons plus précisément sur les populations cellulaires impliquées au

cours de ce processus dans le manuscrit.
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[6] résistance a 1a mort cellulaire programmée
La mort cellulaire programmée ou apoptose est un processus pouvant étre assimilé a un
suicide cellulaire. Cette désagrégation de la cellule peut étre déclenchée selon deux voies [1]
intrinseéque ou [2] extrinseque. La voie intrinseéque est déclenchée, le plus souvent, suite a un
endommagement conséquent de I’ADN (mettant en jeu la protéine p53) ou par
hyperactivation d’un oncogene. En situation normale, cet état devrait initier un processus
d’apoptose. L’activation de I'apoptose s’effectue, dans ce cas, par une dépolarisation
mitonchondriale qui va induire la libération du cytochrome c, la formation de I'apoptosome,
puis l'activation d’enzymes protéolytiques (les caspases) qui dégradent les constituants
cellulaires. La libération du cytochrome c est contrélée par les protéines de la famille BCL2
qui comportent des membres pro ou anti-apoptotiques. La perte de I'équilibre en faveur des
protéines pro-apoptotiques aboutit a la formation de pores dans la mitochondrie qui vont
permettre la libération du cytochrome c. [2] La voie extrinséque est initiée par la voie des
récepteurs de mort (TNFa et Fas). L'activation de ces récepteurs conduit a une signalisation
activatrice des caspases qui vont dégrader la cellule et aboutir a la formation de vésicules

apoptotiques.

Les cellules tumorales sont caractérisées par une dérégulation de la signalisation par des
protéines oncogéniques et des dommages au niveau de I’ADN di{s aux mutations et a leur
taux élevé de prolifération. Ces cellules survivent car elles ont développé des mécanismes de
résistance. En effet, dans prés de 50% des cas, les tumeurs sont caractérisées par une perte
d’expression du géne de la protéine p53. On constate également, dans de nombreuses
tumeurs, une augmentation de I'expression des protéines anti apoptotiques BCL2 et/ou une
diminution des protéines pro-apoptotiques. Ces modifications rendent ainsi les cellules

tumorales résistantes a I'apoptose.

Les capacités acquises par la cellule tumorale lui permettent de survivre, se diviser et de se
disséminer. Nous avons décrit ces six capacités identifiées par Hanahan et Weinberg. Au
cours des dix derniéres années, d’autres caractéristiques ont été identifiées. Les mémes
auteurs les ont nommées « caractéristiques émergentes ». lls ont distingué, parmi elles,
deux étapes essentielles au développement et a la progression des cancers: [1] les
modifications du métabolisme énergétique des cellules tumorales. [2] I'échappement au

systéme immunitaire. De méme, ils ont mis en évidence deux facteurs consécutifs dis a la
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transformation néoplasique initiale qui facilitent et supportent le développement tumoral :
[1] linstabilité et les mutations du génome des cellules tumorales, [2] I'inflammation pro
tumorale (Figure 1B). L'inflammation est orchestrée par de nombreux médiateurs solubles.
Parmi ces médiateurs, les chimiokines (CKs) et leurs récepteurs (RCK) dont I'étude de leur
implication dans la mobilisation leucocytaire est au centre de mes travaux. Dans la suite de
ce manuscrit, nous nous intéresserons donc a ces molécules impliquées dans le processus
d’inflammation, de recrutement leucocytaire ainsi que dans la dissémination des cellules

tumorales.

B Les chimiokines et leurs récepteurs

Nous débuterons ce chapitre par la définition suivie d’'un bref historique de la découverte
des CKs, puis nous détaillerons leur classification ainsi que leur structure. Nous présenterons
ensuite brievement les interactions de ces médiateurs avec leurs récepteurs et les
signalisations qui en découlent. Au cours de mon étude, je me suis plus particulierement
intéressé a I'axe CX3CL1/CX3CR1. Nous détaillerons donc, plus particulierement, la structure
et les fonctions de cet axe tout au long de ce manuscrit. L'étude de la motilité et du
recrutement cellulaire ayant également constitué une part significative de mon travail,
j'insisterai ensuite sur le modele de recrutement et de transmigration leucocytaire. Puis,
nous détaillerons précisément les associations entre les CKs, le développement tumoral et la
dissémination métastatique. Enfin, nous verrons que les CKs peuvent constituer une cible
d’intérét thérapeutique d’intérét et que les entreprises pharmaceutiques se sont
considérablement investies dans le développement d’outils visant a moduler les fonctions

des CKs et de leurs récepteurs ces derniéres années.

Définition
Les CKs sont des cytokines chimio attractantes et constituent un groupe d’environ 50
protéines de 8 a 14Kda (70 a 127 acides aminés). Elles sont caractérisées par leur capacité a
orienter les cellules au sein de l'organisme et notamment au cours de la réponse

immunitaire.

En 1987, le groupe de Leonard a identifié un facteur soluble appelé interleukine 8 (IL-8)
produit par des monocytes activés possédant un effet chimio attractant des neutrophiles

(Yoshimura et al., 1987). L’IL-8 est maintenant reconnue comme la premiéere chimiokine
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découverte. En 1989, CCL2 fut la premiere chimiokine purifiée (Yoshimura et al., 1989a;

Yoshimura et al., 1989b).

Les CKs sont produites par toutes les cellules de I'organisme, notamment par les cellules
hématopoiétiques, mais aussi par les cellules épithéliales et endothéliales (Loetscher et al.,
2000; Murphy, 2002; Murphy et al., 2000; Thelen, 2001). Elles constituent un systéme
complexe qui orchestre la circulation leucocytaire en situation homéostatique ou
inflammatoire. (Yoshie et al., 2001; Zlotnik and Yoshie, 2000). La principale fonction
cellulaire déclenchée par les CK est le chimiotactisme qui est une migration cellulaire
orientée selon un gradient croissant de concentration de chimiokines. Elles participent aussi
a de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération, la production de cytokines et
la mort cellulaire. Elles sont, de fait, impliquées dans des processus physiologiques comme
I’'angiogénese, le développement embryonnaire, le maintien et la compartimentalisation
des cellules au sein d’organes (Kunkel, 1999; Loetscher et al., 2000; Taub et al., 1996). Les
CKs interagissent avec des récepteurs de Chimiokines (RCKs) constitués de sept domaines
transmembranaires (Baggiolini and Moser, 1997) et couplés aux protéines G

hétérotrimeriques..

Classification et nomenclature
Le systéme chimiokinique est constitué de plus de 50 ligands et 20 récepteurs (Figure 2). Afin
de faciliter leur classification, une nomenclature officielle des CKs a été mise en place sur la
base de I'emplacement des cystéines conservées au niveau de leur région N terminale et du

nombre d’Aas qui les sépare (Murphy et al., 2000; Zlotnik and Yoshie, 2000).

19



Chemokine Receptor Main leukocyte targets

mDC T cell
o = ="
= o 8 5 2
Ex 88888 o F 3 . 2
3 8ES 522 552 Fxg B
= @B E E S = T ik B =T
Old name New name
IL-8 CXCLS8
GCP-2 CXCL6 O O
NAP-2 CXCL7
ENA-78 CXCL5 O o
GROa CXCL1
GROB CXCL2
GROy CXCL3
PF4 CXCL4
IP-10 CXCL10
Mig cxcre  ———(_cxcrs ) o o—o0—o0
I-TAC CXCL11
SDF-1a/B CXCL12
BCA-1 CXCL13
CXCL16 CXCR6 O
BRAK CXCL14
MCP-1 CcCL2
MCP-4 ccL13 o = - o
MCP-3 CCL7 et o s
MCP-2 CcCLs8
MIP-18 CCL4
MIP-1aS ccL3 O O O =)
MIP-1aP CCL3LI
RANTES CCLS
MPIF-1 ccL23
HCC-1 CCL14 O O O
HCC-2 CCL15
HCC-4 CCL16
Eotaxin ccL11 O—O0O
Eotaxin-2 CCL24

Eotaxin-3 ccL26
TARC ccL17 7@ o—O O—O
MDC CCL22

MIP-3a cct2o ——(_CcCrRé ) -O—O— —O

ELC ccL19 =

sLC e — T TR O

1-309 ccL1 CCRS
TECK ccL2s CCRO

O
CTACK ccL27
MEC ccL2s CCR10 —O

Q
o)
Q

PARC cct1i8  ——(Unknown ) O O

Lymphotactin XCL1

SCM-18 XCL2 XCR1 O
Fractalkine cx3cL1 CX3CR1 O O O

Viola A, Luster AD. 2008.
A\ Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 48:171-97

Figure 2 : Classification structurale des chimiokines
Anciennes et nouvelles appellations des chimiokines. Les récepteurs et les principaux leucocytes
ciblés sont indiqués. D’aprés (Viola and Luster, 2008)
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Ce motif caractéristique en N-terminal est composé de deux cystéines pouvant étre
adjacentes, séparées par un ou trois acides aminés et engagées dans deux ponts disulfures.
Quatre familles ont été ainsi dénommées : CCL, CXCL, CX3CL, et les XCL seule famille a ne

pas comporter de signature peptidique caractéristique. (Figure 3)

Les CC chimiokines sont au nombre de 27 chez I’'homme. Elles comptent 70% d’homologie de
séquence en Aas. Leur expression est associée a des inflammations aiglies et chroniques
caractérisées par un infiltrat cellulaire myéloide et lymphoide. Les CXC chimiokines sont
composées de 17 membres chez ’homme. Elles comptent 90% d’homologie de séquence en
Aas. Elles sont associées a des inflammations aiglies. Cette famille de CKs est séparée en
deux groupes définis par la présence ou I'absence d’un motif tri-peptidique ELR (glutamate,
leucine, arginine) localisé en amont de la premiéere cystéine conservée. Les ELR+ sont
définies comme chimiokines pro-angiogéniques (Bikfalvi, 2004; Strieter et al., 2004). Elles
seraient impliquées dans le développement embryonnaire, la cicatrisation (Romagnani et al.,
2004), mais aussi dans le développement tumoral (Strieter et al., 2004). Les CKs sans motifs
ELR(-) sont, pour nombre d’entre elles, produites en réponse aux interférons(INF). Par
exemple CXCL10 est induite par les trois interférons (INFa, INFB, INFy) (Rollins, 1997). A
I'opposé des chimiokines ELR+, elles sont décrites comme angiostatiques (a I'exception de
CXCL12) et auraient un role de rétrocontrole sur I'angiogénese induite par les chimiokines
CXC-ELR+ (Rossi and Zlotnik, 2000; Strieter et al., 2004; Strieter et al., 1995b). Toutes les
CXC-CKs sont produites sous forme soluble a I'exception de CXCL16 qui peut étre également

produite sous forme membranaire (Matloubian et al., 2000).
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Figure 3 : Classification structurale des chimiokines.

A) CXC-chimiokine, B) CC-chimiokine, C) CX3-chimiokine, D) C-chimiokine

Les chimiokines sont divisées en sous familles sur la base du nombre et de I'emplacement de
cystéines situées en N terminal. Ce motif peptidique est caractéristique des CKs. D’apres
Jane C. Deng and Theodore J. Standiford Compr Physiol 2011 Copyright © 2011 American
Physiological Society
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Les XC chimiokines, quant a elles, ne comprennent que deux cystéines et donc d’un seul
pont disulfure. Il n’y a que deux membres au sein de ce groupe XCL1 et XCL2. Tres proches,
elles ne différent que par deux Aas positionnés en 6 et 8 a leur extrémité N terminale,
(Stievano et al., 2004). La seule CX3C- chimiokine recensée est le CX3CL1 (Bazan et al., 1997;
Zlotnik and Yoshie, 2000). Cette chimiokine est caractérisée par sa grande taille (373 Aas) et
sa capacité a étre produite sous forme soluble ou membranaire conduisant a des fonctions
distinctes comme nous le verrons plus loin. Elle est constituée d’un domaine chimiokine
(76Aas), un long tronc mucine (241Aas), un segment transmembranaire (19Aas) ainsi qu’une

courte queue intra cytoplasmique (37Aas) (Figure 4).

Signal peptide
Chemokine domain
Mucin-like stalk

Transmembrane domain

(@)
(@)
(@]
(@)

Cytoplasmic domain

CXCL 115

CXCL 16

CX3CL,
-24 1 77 318 327 373

Figure 4 : Structure schématique des chimiokines et spécificité de CX3CL1.

CX3CL1 en bas peut étre synthétisé sous forme soluble ou membranaire . Les deux formes ont en
commun un domaine chimiokine (1-76), un tronc mucine (77-317)qui est un site potentiel de O
glycosylation sur les résidus serine et thréonine (noir). La seconde forme inclut un domaine
transmembranaire (318-336) et intracytoplasmique (337-373). D’apres (Umehara et al., 2004).
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Mon travail s’est orienté autour de I'axe CX3CL1/CX3CR1 et de son implication dans
I'adhérence, la mobilité et le chimiotactisme des monocytes. Jinsisterai donc
particulierement sur les diverses implications et fonctions de ce couple, notamment dans la

physiopathologie du cancer tout au long de mon manuscrit.

Structure des chimiokines

Structure primaire

Les CKs possedent une structure primaire commune sans pour autant posséder une grande
homologie de séquence en Aas. Cependant, 'homologie de séquence est plus grande au sein

des chimiokines d’'un méme groupe.

Structure secondaire et tertiaire

Les CC et CXC-chimiokines partagent de fortes similarités de leur structure secondaire
(Figure 5). Le domaine N terminal précédant la premiere cystéine trés flexible ne posséde
pas de structure organisée particuliere. Le noyau de la chimiokine est formé par une longue
région en boucle composée d’environ 10 résidus et stabilisée par les deux ponts disulfures.
Elle est souvent suivie d’un brin formant I’hélice3,o9. Cette région appelée «N loop » joue un
role fonctionnel important notamment dans la liaison avec le récepteur de chimiokine
(Bondue et al., 2002). Suivent 3 (ou 4) feuillets-B reliés les uns et les autres par les boucles
30s, 40s et 50s. La numérotation se réfere a leur position sur la séquence de protéique. Les
boucles 30s et 40s contiennent les deux derniéres cystéines engagées dans les deux ponts
disulfures. Apreés la derniére cystéine vient s’ancrer le domaine C terminal selon une hélice a.
Les deux sites majeurs d’interaction avec les récepteurs des chimiokines sont la portion N
terminale et la boucle rigide (N loop), la boucle 30s également est essentielle a I'activité de

nombreuses chimiokines (Biswas et al., 2007; Horuk, 2003; Onuffer and Horuk, 2002).
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Figure 5: Structure secondaire des chimiokines.

Le domaine N terminal flexible se termine au niveau de la premiére cystéine et donne suite a la N-
loop qui se termine au niveau de I'hélice 34,. Suivent alors 3 feuillet-f anti paralléles reliés entre eux
par les boucles 30s 40s 50s respectivement. Les deux derniéres cystéines des boucles 30s et 50s
forment deux ponts disulfures avec les deux cystéines N-terminales. Le domaine C-terminal
s’organise suivant une hélice-a apres la derniere cystéine.

La structure tridimensionnelle de nombreuses chimiokines a été mise en évidence par les
méthodes de résonance électromagnétique nucléaire (RMN) et cristallographie au rayon X
(Clore et al., 1990; Lodi et al., 1994; Mizoue et al., 1999; Skelton et al., 19950; Swaminathan
et al., 2003). Les chimiokines adoptent une structure tertiaire extrémement bien conservée
et sont, a ce jour, toutes conformes au méme modele tridimensionnel (Baggiolini and
Loetscher, 2000; Clark-Lewis et al., 1995; Clore and Gronenborn, 1995). Les 3 feuillets B
suivant I’hélice 31 sont anti paralleles les uns aux autres et forment un feuillet plissé. lls sont
reliés par des boucles de trois a quatre Aas. La boucle 30s relie les deux premiers feuillets.
Le dernier feuillet B est relié par la boucle 50s au domaine C terminal. Le dernier domaine
organisé en hélice a s’oriente a 75° du plan formé par le feuillet B. La figure 6 montre une

modélisation de la structure tridimensionnelle de CX3CL1.

La structure tertiaire est stabilisée par les deux ponts disulfures mais aussi par des liaisons
hydrophobes entre les résidus du noyau et de la région N terminale. La N loop demeure la
partie la plus flexible de la protéine, malgré I'engagement des deux cystéines qui la
composent dans la formation de pont disulfure avec les cystéines de la boucle 30s et 50s

(Fernandez and Lolis, 2002).
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Structure quaternaire

Bien que la plupart des chimiokines soient actives sous forme monomérique, elles sont
purifiées sous forme oligomérique en présence de glycosaminoglycanes comme I’héparine
ou a forte concentration (Fernandez and Lolis, 2002). Il a été montré que certaines formes
d’homo oligomeére possedent une activité in vivo (Proudfoot et al., 2003). La dimérisation
des chimiokines montre des structures quaternaires distinctes entre les différentes familles
de Cks, ce qui pourrait expliquer la non réactivité croisée entre les CKs d’'un groupe donné et
les récepteurs d’un autre groupe (Figure 7). Les CKs produites in vivo ne sont pas libres. En

effet, elles se lient a des molécules présentatrices, les glycosaminoglycanes.
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Figure 6 : Modélisation tridimensionnelle de CX3CL1 (gris) et de CX3CR1 (bleu)
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Figure 7: Structure tertiaire et quaternaire des Chimiokines.

Si les structures tertiaires des chimiokines sont relativement proches, elles sont caractérisées par une
structure quaternaire différente. Les CXC-chimiokines forment des dimeres par l'intermédiaire du
premier feuillet B, les CC CKs utilisent le domaine N-terminal comme interface de liaison des
monomeres. La cristallisation de CXCL8, CCL4, et CX3CL1 révele des dimeres alors que CXCL4 forme un
tétramere. D’aprés (Fernandez and Lolis, 2002).
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Les Glycosaminoglycanes (GAG)
Les GAGs sont des polysaccharides constitués de disaccharides de compositions variées. lls
se présentent sous forme soluble (Héparine) ou liée a la membrane cellulaire (héparane
sulfate). lls sont capables d’interagir avec de nombreuses protéines, dont les CKs, et les

protégent de la dégradation (Sadir et al., 2004).

La liaison des CKs avec les GAGs exprimés par les cellules endothéliales permet la
présentation de CKs aux cellules du sang périphérique et sont susceptibles d’induire une
adhésion leucocytaire au vaisseau (Weber et al., 1999). Les GAG pourraient étre impliqués
dans le maintien d’'un gradient de concentration a partir d’un site inflammatoire. La
combinaison du chimiotactisme et de I'adhésion endothéliale induite par les GAG pourrait
permettre une meilleure trans-migration a travers I'endothélium vasculaire (Cinamon et al.,
2001). Les GAG pourraient également jouer un réle de « piége » ou de présentation des
chimiokines selon leur forme. En effet, alors que I’héparine immobilisée (héparane sulfate)
est indispensable a I'activité biologique des chimiokines, I’'héparine soluble est capable
d’inhiber I'activité des CKs in vitro et in vivo (Harvey et al., 2007). Les GAG pourraient
également favoriser I'oligomérisation des chimiokines par modification de leur orientation in
vivo (Hoogewerf et al., 1997) (Figure 8).

Leukocyte Leukocyte

Chemokine
receptor DRY motif DRY motif
C

Asp residue

ﬁ TXP motif
7 6 s 4X3X2

tLR motif

(_h(-mokmo
(o

Plasma membrane

COCOOOOOOTEOOOTOTOOOOOO0  OOOOOOOOOEOOOOOOOOOOCOOOO

Endothelial cell Endothelial cell

Figure 8 : Interaction Gag-Chimiokine-RCK

Les chimiokines solubles peuvent étre présentées sur la membrane des cellules épithéliales via des
GAGs. Certaines CKs comme CXCLS8 (A) lient les GAGs au niveau de leur hélice a C-terminal, d’autres
comme CCL5 (B) interagissent avec les GAGs par I'intermédiaire des boucles 20s et 40s. L'interaction
avec les récepteurs mobilise de nombreuses régions. Les motifs conservés nécessaires a la
transduction du signal des RCKs sont : un résidu d’acide aspartique, un motif TXP thr-x-Pro, le motif
DRY Asp-Arg-Tyr, ainsi que le motif ELR Glu-Leu-Arg pour certaines CXC-chimiokines. D’apres
(Mantovani et al., 2006).
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Figure 9: Les différents types de récepteurs chimiokines

Les récepteurs de chimiokines peuvent étre classés en 4 catégories. 1) Les RCKs spécifiques capables de
lier une seule chimiokine (Specific receptors). Ce sont les récepteurs CCR6, CCR9, XCR1, CXCR5, CXCL16,
CX3CL1. 2) Les RCKs capables de lier de multiples chimiokines de classes identiques (Shared). C’est le cas
des récepteurs CXCR1-CXCR3, CXCR7, CCR1, CCR2, CCR5, CCR7, CCR8, CCR10. Les récepteurs capables
de lier plusieurs CKs de différentes sous classes. Ce sont les récepteurs atypiques capables de
signalisation G indépendante. C’est le cas des récepteurs D6, DARC, CCX-CKR (non signaling). 4)
récepteurs viraux capables de lier les CKs humaines. KSHV, E1, UL12, US28 (viral). CXCR7 et CCX-CKR ne
sont pas représentés. D’aprés (Balkwill, 2004a).
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Les récepteurs de Chimiokines (RCKs)
Les récepteurs de chimiokines RCKs sont classés en fonction de la famille d’appartenance de
leur(s) ligand(s). On distingue donc 4 groupes de RCK correspondant aux 4 groupes de CKs :
les CXCR (7 membres), les CCR (10), le CX3CR et le XCR (Figure 9). Il existe des récepteurs
atypiques ou dits leurres qui ne sont pas couplés a des protéines G. Ces récepteurs (du fait
de I'absence du motif DRY essentiel a I'ancrage des protéines G) ont longtemps été
considérés silencieux. Cependant, il a été plus récemment montré qu’ils sont capables de
signalisation G indépendante impliquant notamment les arrestines, I'ubiquitine et mdm2
(Moore et al., 2007). Parmi ces récepteurs, on distingue le récepteur D6, le CCRL1, le Duffy
Antigen Receptor for Chemokine (DARC), le Chemokine Receptor on Activated Macrophage
CRAM. Ces récepteurs peuvent lier de nombreuses CKs et sont associés a un réle dans le

drainage et la régulation du taux de chimiokines et de cytokines (Mantovani et al., 2001).

Structure des récepteurs
Les RCKs sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) a 7 domaines
transmembranaires (Baggiolini and Moser, 1997). lls sont constitués de 340-370 Aa. Les RCKs
comportent entre 20 et 80% d’homologie dans leur séquence primaire en Aas (Murdoch and
Finn, 2000). La structure tertiaire des RCKs comprend un domaine N-terminal court (environ
40 Aas), trois boucles extracellulaires hydrophiles, trois boucles intracellulaires et un
domaine C-terminal. Les quatre domaines extracellulaires participent a la reconnaissance
des ligands alors que les portions intracellulaires jouent un roéle important dans la
transduction du signal et de la régulation de |‘expression du récepteur. Les résidus sérines et
thréonines du domaine C-terminal sont plus particulierement impliqués dans les
phénoménes de transduction du signal par phosphorylation (Monteclaro et al., 1997). On
retrouve des ponts disulfures reliant la premiére et la seconde boucle extracellulaire ainsi
gu’au niveau de la troisieme boucle extracellulaire et du domaine N terminal. Le motif
conservé DRY (Asp-Arg-Try) nécessaire a l'ancrage et la signalisation des protéines G
(Mantovani et al.,, 2001), (Murphy et al., 2000) est situé dans la seconde boucle

intracellulaire (Figure 10) (Mantovani et al., 2006).
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Figure 10: Structure schématique des RCKs

Structure typique de RCK en serpent composée de trois boucles extra cellulaires et trois boucles intra
cellulaires, sept domaines transmembranaires. Les acides aminés hautement conservés ainsi que le
motif DRY sont indiqués en jaune. Les cystéines extracellulaires et les ponts disulfures sont
représentés en rouge. Les résidus sérines (S) et thréonines (T) en C terminal impliqués dans la
phosphorylation déclenchée par la fixation du ligand sont indiqués.
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Récemment, la structure du CXCR4 a été mise en évidence par cristallisation (Wu et al.,
2010). La modélisation structurale des RCKs reposait jusqu’alors sur |'utilisation des
structures connues de la rhodopsine et des récepteurs B adrénergiques (Lodowski and
Palczewski, 2009). La mise en évidence de la structure du CXCR4 va donc permettre une
meilleure prédiction de structure et de dynamique de conformation des différents RCKs in

vivo.

Les interactions des chimiokines avec leurs récepteurs
Le systéeme d’interaction CKs /RCKs est dit redondant car une chimiokine donnée peut se lier
a plusieurs RCK(s) et un méme RCK est susceptible de lier plusieurs CKs. Elles constituent un
réseau complexe qui orchestre la circulation leucocytaire en situation homéostatique et
inflammatoire (Yoshie et al., 2001; Zlotnik and Yoshie, 2000). Cette redondance permettrait
d’optimiser la mobilisation cellulaire en cas d’inflammation et également de parer a une
déficience éventuelle d’'une des voies de signalisation. Il existe cependant des CKs
spécifiques d’un seul RCK, c’est le cas pour les couples CCL20/CCR6, CCL1/CCRS,
CXCL16/CXCR6 et CX3CL1/CX3CR1. Les CKs d’une famille sont spécifiques des récepteurs de
la méme famille. De facon intéressante, les récepteurs atypiques D6 et DARC lient les CC- et
CXC-CKs avec la méme affinité. Pour complexifier la compréhension du systéme, certaines
CKs peuvent agir en tant qu’agoniste d’un récepteur donné et antagoniste d’un autre RCK.

Par exemple, CCL11 active CCR5 et blogque CCR2 (Ogilvie et al., 2001).

Transduction du signal
Les CKs ont une affinité pour leur récepteur de I'ordre du nano molaire. Comme évoqué
précédemment, la transduction du signal ligand récepteur déclenche divers effets
biologiques en plus de la migration, comme la survie ou la croissance cellulaire. La
transduction du signal peut étre différente pour un méme RCK en fonction de la CK liée et du
type cellulaire. Un méme RCK stimule en général plusieurs voies de transduction
simultanément. Les interactions des CKs avec leur(s) récepteur(s) déclenchent I'activation
de multiples voies de signalisation aboutissant a des fonctions biologiques diverses. (O'Hayre

et al., 2008) (Figure 11).
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La transduction du signal se traduit par I'induction des voies de signalisation des CKs qui peut
étre soit dépendantes soit indépendantes des protéines G. La voie majeure reste G

dépendante, elle peut étre bloquée avec la pertussis toxine (PTX). La voie G dépendante

K '%’“.5

bt
4 R =
cAMP ‘ "

Adhesion
Migration

(Ras )
!
Raf
1
W/ eena
Y

Desensitization
Internalization

Poly contra;mon
(Leading Edge) (Trailing Edge)

Survival

'\‘/'
Migration

Nucleus v

Txn-->Growth, Proliferation
I_> Survival

[ ]

Figure 11 : Schéma simplifié de la transduction induite par la fixation d’'une chimiokine sur

son récepteur. D’apres (O'Hayre et al., 2008).

33



aboutit a la désensibilisation du récepteur par son internalisation, étape cruciale a la
détection de stimulation ultérieure et la migration cellulaire (Moore et al., 2007). A la suite
de la liaison entre une CK et son récepteur, une dimérisation des RCKs pourrait également
survenir, régulant le niveau de reconnaissance du ligand et complexifiant la spécificité de
signalisation des CKs. L'implication fonctionnelle de la dimerisation des RCK est encore tres

controversée je n’entrerai donc pas dans la polémique (Chabre et al., 2009).

Les voies dépendantes des protéines G
Plusieurs types de protéine G sont associés a la signalisation des RCKs. Les protéines G sont
des hétérotrimeres associant trois sous unités (o, B, y). La protéine Ga est couplée a un site
de liaison GDP/GTP et interagit directement avec le domaine C-terminal du RCKs. Il existe 16
sous unités Ga classées en quatre groupes : Gas (stimulant I'activité de I'ladénylate cyclase),
Gai (inhibitrice de l'activité de I'adénylate cyclase), Gag (activant la phospholipase C), et
Gal2 /23 (régulant I'activité du cytosquelette). Les deux sous unités B et y sont toujours

associées. On dénombre 5 sous -unités G et 14 Gy différentes.

Les protéines G initiatrices de la transduction activent ensuite d’autres effecteurs dont la Scr
tyrosine kinase, PI3K (phosphoinositide 3-Kinase), PLC (phospholipase C), susceptibles
d’activer différentes voies de signalisation. Les MAPK (mitogen activated protein kinase) qui
interviennent dans la croissance, la prolifération et la survie cellulaire, la voie AKT qui
engendre des signaux aboutissant a la survie cellulaire, Rho GTPases qui polarisent I'actine et
sont associées a la fonction de migration. La voie NF-kB (nuclear factor-kappa B) peut étre
impliquée dans la signalisation, elle engendre des signaux de croissance, prolifération et de
survie cellulaire (O'Hayre et al., 2008). De plus, la signalisation des protéines G via les CKs
conduit a I'expression de molécules d’adhérence et également a la dégranulation de

certaines cellules leucocytaires (Appay and Rowland-Jones, 2001).

Les voies indépendantes des protéines G
Les RCKs peuvent également transmettre un signal indépendamment des protéines G,
notamment par l'intermédiaire des B arrestines. La signalisation par I'intermédiaire des B
arrestines est associée aux fonctions d’internalisation et de désensibilisation des RCKs ainsi

gue de chimiotaxie (Fong et al., 2002b; Kraft et al., 2001 ; Rajagopal et al., 2010).
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Désensibilisation et internalisation des RCKs
La fixation d’un ligand résulte en la signalisation rapide et la résiliation séquentielle de
I'activité du récepteur par sa phosphorylation, sa désensibilisation et son internalisation
(Thelen, 2001). Pendant ce laps de temps, la cellule devient insensible a toute stimulation
supplémentaire. La transduction du signal est bloquée par la phosphorylation des tyrosines
et serines au niveau du domaine intracellulaire C terminal de liaison du ligand (Ferguson,
2001). Ce processus est appelé désensibilisation homologue. La désensibilisation
hétérologue est caractérisée par la phosphorylation d’un récepteur dénué de ligand qui
prévient son couplage a une protéine G. La phosphorylation du domaine C terminal du RCK
initie la liaison du récepteur avec les B arrestines. Il se forme alors un complexe B arrestine-
RCK qui est internalisé le plus souvent par endocytose clathrine dépendante. Les RCK
phosphorylés peuvent également étre internalisés par I'intermédiaire de radeaux lipidiques
(Neel et al., 2005). Les récepteurs internalisés peuvent avoir plusieurs destinées : lls peuvent
étre déphosphorylés dans des endosomes puis recyclés a la surface cellulaire, ils peuvent
transiter par les endosomes tardifs et étre transportés vers la surface dans des vésicules de
Golgi, ou encore étre dégradés dans les lysosomes (Muller, 2002). L’'internalisation rapide et
le recyclage des RCKs permet leur redistribution continue a la surface cellulaire, ce processus
est crucial pour la détection du gradient de CKs. Ainsi, la destinée du RCK aprés stimulation
par son ligand détermine la vitesse de récupération de sensibilité et pourrait affecter la

durée et 'intensité de la réponse intracellulaire transduite. (Figure 12).
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Figure 12: Schéma simplifié de la Régulation du trafic des RCPGs par les GRKs et les arrestines.

La liaison de I'agoniste au RCPGs conduit a I'activation du récepteur, le couplage des protéines G et la
transduction du signal (étapel). Les GRKs phoshorylent ensuite le RCPG activé au niveau de son domaine
intra cellulaire C-terminal initialisant le recrutement des arrestines. La liaison des arrestines sur le RCPG
inhibe le couplage des protéines G et finalise la signalisation, c’est la désensibilisation (étape2). Le
complexe RCP- arrestine est alors orienté vers des vésicules coatés de clathrine dans lesquelles se forme un
complexe arrestine-clathrine-protéine AP-2-phosphoinositide aboutissant a I'internalisation du récepteur
(étape 3). Les RCPGs internalisés sont triés (Etape4) soit vers des compartiments de dégradation (étape5a)
ou de recyclage (étape 5b). D’aprés (Moore et al., 2007)
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C Chimiotactisme adhérence et transmigration endothéliale

L’étude de la motilité et du recrutement cellulaire a constitué un intérét conséquent dans le
cadre de mes recherches. Dans ce chapitre, nous expliquerons que le recrutement cellulaire
au sein d’un organe est régi selon une dynamique précise dont la compréhension s’est

améliorée ces dernieres années.

Le processus de chimiotactisme est associé a I'adhésion cellulaire. Au cours d’un processus
inflammatoire, les chimiokines sont sécrétées au niveau du stressé/lésé par divers types
cellulaires comme les cellules endothéliales activées via la production de cytokines
inflammatoires (IL-1, TNFa) (Luster, 1998) ainsi que par les leucocytes précocement recrutés.
Les Cks sont retenues localement dans la matrice extracellulaire par les héparanes sulfates
ainsi qu’a la surface des cellules épithéliales apicales, elles formeraient ainsi un gradient de
concentration localisé au niveau du site inflammatoire. Le recrutement des leucocytes n’est
cependant pas uniqguement dépendant des CKs. En effet, les sélectines et les intégrines
interviennent dans ce processus a plusieurs étapes distinctes. Le modele d’adhésion et de
recrutement des leucocytes a évolué ces derniéres années (Ley et al., 2007; Luster, 1998 ;
Schenkel et al., 2004 ). Ce modeéle décrit six étapes principales : [1] la capture, [2] le « slow
rolling » mouvement des leucocytes le long de la surface des cellules endothéliales, [3] la
propagation, [4] le renforcement de I'adhésion, [5] le «Crawling-intravasculaire», [6] la

migration trans-endothéliale (Figure 13 et 14).

Etape 1-2 : Capture et slow rolling
Avant de s’arréter, les cellules roulent le long des parois endothéliales. Le « rolling » est
dépendant de I'expression de sélectines par les leucocytes et I'endothélium vasculaire.
Parmi elles, la PSGL-1 (P selectine glycoptotein ligand) et le CD62L (qui est une L selectine)
exprimés a la surface des LTs sont capables d’interagir avec différentes selectines de types L-
selectines, P-selectines et E-selectines exprimées sur I'’endothélium vasculaire (Ley et al.,

2007).

Le « rolling » met également en jeu des intégrines telles que LPAM et VLA4 qui interagissent
avec leurs ligands respectifs MADCAM (Mucosal vascular Adressin Cell-Adhesion Moleculel)
et VCAM1. A noter que les monocytes et les cellules dérivées des monocytes roulent sur

I’endothélium vasculaire via VLA-4 (Chan et al., 2001; Huo et al., 2000).
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Figure 13 : Adhésion et transmigration leucocytaire.

A l'origine, trois étapes de cette fonction étaient décrites (« Rolling, activation, arrest »). Le rolling
est orchestré par les sélectines, |'activation par les chimiokines et I'arrét par les intégrines. Des
étapes supplémentaires ont été plus récemment décrites : la capture, le slow rolling, la propagation
de I'adhésion, le crawling intravasculaire ainsi que la migration paracellulaire ou transendothéliale.
Les molécules impliqguées a chaque étape sont indiquées sur le schéma. ICAM1 (Intercellular
adhesion Moleculel), JAM (Junctional adhesion molecule), LFA-1 (Lymphocyte function associated
antigen 1), MAC1 (macrophage antigen1), MADCAM1 (Mucosal vascular adressin cell-adhesion
molecule), PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand1), PECAM1 (Platelet/endothelial cell-adhesion
molecule 1), VCAM1 (Vascular cell-adhesion molecule), VLA-4 (Very late antigen 4). (Ley et al., 2007).
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Figure 14: Role des chimiokInes lors du recrutement des leucocytes au site inflammatoire.

A) Les sélectines induisent le « rolling » (roulement) des leucocytes sur I’endothélium. B) Les chimiokines
sont relarguées par I'’endothélium vasculaire activé au niveau du site inflammatoire et se lient a
I’endothélium par interaction avec les GAGs. Les CKs interagissent alors avec leurs récepteurs présents
sur les leucocytes et induisent 'augmentation de I'avidité des intégrines. C) L’adhérence cellulaire est
induite entre autre par les liaisons entre les intégrines activées et leurs ligands exprimés par les
leucocytes et permet leur arrét. D) Migration trans-endothéliale en direction du gradient de chimiokines.
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Etape 3-4 : Activation des intégrines et propagation de I'adhérence
Le rolling le long de I'endothélium vasculaire conduit a I’exposition des RCKs a leurs ligands
présents a la surface des cellules endothéliales. Le ciblage d’une chimiokine a son récepteur
déclenche une activation rapide des intégrines renforgant I'adhésion cellulaire et favorisant
I'arrét des leucocytes sur les cellules endothéliales. Les intégrines sont des glycoprotéines
membranaires hétérodimériques (composées d’une chaine a et d’une chaine B). La fixation
d’une CK sur son récepteur déclenche la formation d’un complexe hétérotrimerique RCPGs-
intégrines, qui déclenche un réseau de signalisation provoquant I’arrét rapide des leucocytes
en quelques millisecondes. L’avidité de la liaison dépendante des intégrines est régulée par

deux mécanismes, I'affinité de la liaison et la valence (Figure 15).

Régulation de I'affinité Régulation de lavalence
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o5 c o c - o0 5 o 2 5
Faible Affinité Haute
affinité intermédiaire affinité

Figure 15: modéle de régulation de I'affinité et de la valence des intégrines
(Schéma de gauche) La conformation d’une intégrine est associée a son affinité : la conformation téte
baissée, ainsi que deux conformations en forme allongée correspondent respectivement aux affinités
faible, intermédiaire et haute de l'intégrine vis-a-vis de son ligand. La transition entre ces
conformations est régulée par la transduction de signaux intracellulaires qui aboutissent a une
augmentation de la capacité de liaison du ligand. Les chaines a et B ainsi que le domaine | de liaison du
ligand sont représentés. (Schéma de Droite) L'agglomération (=clustering) des intégrines a la surface
cellulaire induit des interactions polyvalentes avec les ligands. Ce processus est connu sous le nom de
régulation de la valence de I'avidité des intégrines.
La valence correspond a la densité des héterodimeres d’intégrines impliquée dans I'adhésion
cellulaire a la surface de la membrane plasmique. La valence est dépendante de la mobilité
latérale et du niveau d’expression des intégrines (Schenkel et al.,, 2004). Différentes
intégrines sont impliquées en fonction du type cellulaire. Les monocytes adhérent et se
déplacent le long des cellules endothéliales par I'intermédiaire de CD11a-CD18 (o 3, ou LFA-
1) avec ICAM-1 et ICAM-2 (endothelial InterCellular Adhesion Molecule 1 et 2), de CD11b-

CD18 (amB,, ou MAC-1) avec ICAM-1 et ICAM-2 et de CD49d CD29 (a4fB: ou VLA-4) VCAM-1
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(Vascular Cell Adhesion Molecule-1). Les intégrines jouent un role important dans la mobilité

des leucocytes le long des parois endothéliales, dans la phase d’arrét et dans la locomotion.

Etape 5 : Crawling intravasculaire
La propagation de I'adhésion est dépendante de signalisations impliquant des intégrines.
Celles-ci régulent diverses fonctions cellulaires comme la mobilité, la prolifération et
I'apoptose (Giagulli et al., 2006; Shattil, 2005). A la suite de son arrét, la cellule va ramper le
long des parois luminales. Ce comportement traduisant une mobilité cellulaire est
couramment dénommé « crawling ». Les leucocytes « crawlent » par l'intermédiaire des
integrines MAC1, LFA1 et leurs récepteurs respectifs ICAM1 et ICAM2 (Auffray et al., 2007
Ley et al.,, 2007). Ce comportement cellulaire particulier s’initie durant le processus de
locomotion cellulaire. La locomotion est le processus durant lequel a partir d’'un site
d’adhésion ferme, une cellule va se déplacer entre deux cellules endothéliales jusqu’a la
jonction serrée la plus proche du site enflammé afin d’initier sa diapédese. (Ley et al., 2007,

Schenkel et al., 2004).

Etape 6 : Migration transendothéliale
La transmigration a travers les parois des capillaires est la derniere étape du processus de
recrutement des leucocytes au sein d'un tissu enflammé. Au niveau d’une jonction
intercellulaire, les leucocytes déstructurent provisoirement la jonction pour se glisser dans
I'interstice en se déformant afin de rejoindre le tissu sous-jacent. C’est la transmigration
paracellulaire. Ce processus met en jeu différentes molécules a la surface des leucocytes
dont PECAM1, LFA1l, MAC1 et le CD99 et nécessite I'expression de leur ligand respectif
PECAM1, ICAM2, et CD99. La transmigration peut également étre trans-cellulaire (passage a
travers une cellule épithéliale). Ce processus rare de transmigration a été observé dans
différents modeéles d’étude du processus inflammatoire (Engelhardt and Wolburg, 2004;

Feng et al., 1998).

Fonctions associées au chimiotactisme

Les CKs possedent de multiples fonctions. Les CKs peuvent jouer un role essentiel lors du
développement embryonnaire. En effet, les souris déficientes pour CXCR4 ne sont pas
viables et sont caractérisées par des malformations multiples (Ma et al., 1998; Tachibana et

al.,, 1998; Zou et al.,, 1998). Chez l'adulte, I'axe CXCR4/CXCL12 contrble également la

40



rétention médullaire des progéniteurs hématopoiétiques et des neutrophiles (Aiuti et al.,
1997; Eash et al., 2010; Lapid et al., 2008). Les RCKS et CKs ont également un réle au sein des
organes lymphoides, CCR7 joue un rble dans la compartimentalisation cellulaire des
lymphocytes T CD8 permettant I'optimisation de leur priming par les DCs (Hickman et al.).
L’axe CX3CL1/CX3CR1, est quant a lui, intéressant dans la mesure ou, en plus de son
implication dans le chimiotactisme, il est responsable d’'une d’adhérence cellulaire
indépendante des intégrines. Cette CK et son récepteur ont suscité un intérét conséquent
dans le cadre de mon travail de thése. Je détaillerais donc ici les fonctions connues de ce

couple.

Fonctions du couple CX3CL1/ CX3CR1

Le CX3CL1 est majoritairement exprimé par divers types cellulaires comme les cellules
endothéliales activées (Bazan et al., 1997), les neurones (Harrison et al., 1998) les cellules
épithéliales (Lucas et al., 2001; Muehlhoefer et al., 2000), Les muscles lisses (Ludwig et al.,
2002), les DCs (Papadopoulos et al., 1999), et les macrophages (Greaves et al., 2001).
L'expression de CX3CL1 membranaire sur les cellules épithéliales est induite par des
cytokines inflammatoires (IL-1, TNFa et INFy). La forme membranaire est responsable d’une
adhésion indépendante de signalisation dite intrinseque. Cette capacité a été observée in
vitro sous flux (Fong et al., 1998; Goda et al., 2000; Imai et al., 1997) mais également in vivo
(Jamieson-Gladney et al., 2011). Le domaine membranaire de la CX3CL1 peut étre clivé sous
I'action d’enzyme protéolytique comme la « TNFa converting enzyme » (=ADAM 17) et
ADAM 10 (Garton et al., 2001; Tsou et al., 2001). Le CX3CL1 soluble ainsi libéré présente une
activité de chimiotactisme efficace sur les leucocytes (Bazan et al., 1997). La forme soluble
de CX3CL1 peut également améliorer la capacité d’adhérence cellulaire en se liant a son
récepteur. Elle déclenche, par I'intermédiaire de protéines G, un signal qui améliore I'avidité
des intégrines pour leur ligands (Imai et al., 1997). La co-expression du CX3CL1 membranaire
et des ligands des intégrines (ICAM-1 et VCAM-1) conduit a une adhésion fortement
augmentée comparée a I'adhérence intrinséque ou a I'adhérence induite par activation des
intégrines (Umehara et al., 2004) seules. Le CX3CR1, quant a lui, est exprimé par un grand
nombre de cellules en particulier les cellules d’origine hématopoiétique telles que les

monocytes, les cellules NK, les cellules microgliales, ainsi que sur les macrophages et les DCs
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(Auffray et al., 2009b; Combadiere et al., 1998; Harrison et al., 1998; Imai et al., 1997; Jung
et al., 2000; Nishiyori et al., 1998).

Les CKs jouent un role dans les processus de survie, de prolifération ainsi que de migration
des monocytes. Nous détaillerons, par la suite, les fonctions et les implications des CKs dans
la physiopathologie du cancer. Nous insisterons également sur le role et les fonctions de

I’axe CX3CL1/CX3CR1 en situation tumorale.

D Chimiokines et cancer

L'inflammation et le risque de cancérisation sont intimement liés (Colotta et al., 2009).
Ainsi, le microenvironnement tumoral est classiquement associé a une inflammation
chronique caractérisée par la présence systématique de cytokines spécifiques telles que le
TNF-a, L'IL-1B8 et I'INF-y. En plus de leur réle dans le recrutement cellulaire, les CKS sont
impliqués dans les processus de prolifération, de survie des cellules tumorales (Hideshima et
al., 2002) et de néo-vascularisation. Les cellules tumorales participent donc a la création d’un
environnement favorable a leur développement en interagissant avec les cellules stromales
et en favorisant le recrutement de cellules par le biais de production de CKs (Lazennec and
Richmond, 2010). Les similitudes dans la dissémination des cellules cancéreuses et le trafic
des leucocytes ont conduit a l'identification des CKs comme acteurs majeurs dans la
dissémination et le trafic des cellules tumorales. L'’axe CXCR4-CXCL12 a notamment été
associé a la dissémination métastatique médullaire (Muller et al., 2001; Sipkins et al., 2005).
Néanmoins, certaines CKs peuvent posséder des fonctions anti tumorales. Ainsi, CXCL9 et
CXCL10 peuvent favoriser la réponse Th1l et inhiber la réponse Th2 (Romagnani et al., 2005).
CXCL9 peut étre associée a une réponse immune anti-tumorale, a un effet angiostatique et a
I'amélioration de la survie des patients (Johrer et al., 2008; Kunz et al., 1999; Mullins et al.,

2004).
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Chimiokines, transformation cellulaire et croissance tumorale

Chimiokines et transformation cellulaire

Le réle des CKs dans le processus de transformation cellulaire n’a pas été mis en évidence et
semble donc avoir un impact mineur. Néanmoins, le virus HHV-8 aussi connu sous le nom de
KSHV (Kaposi’s Sarcoma Herpes Virus) est un oncovirus dont le génome code notamment
pour une protéine similaire a CXCR2 (KSHV-RCPG) capable de déclencher une signalisation
dépendante des protéines G. La liaison de CKs (CXCL8 et CXCL1) au KSHV-RCPG induit une
activation constitutive de la signalisation responsable de la transformation cellulaire (Bais et
al.,, 1998; Yang et al.,, 2000). Si les CKs ne semblent pas jouer un réle majeur dans la
transformation cellulaire, il a été cependant décrit que le développement de lésions
malignes peut étre induit par une stimulation soutenue de CXCR2 (Burger et al., 1999). Dans
ce contexte, il a été démontré que la surexpression de CXCL1, CXCL2, CXCL3 déclenche via
CXCR2 une activation de la voie Ras potentiellement responsable de la transformation et la
tumorigénicité de mélanocytes murins. (Balentien et al., 1991; Owen et al., 1997; Wang et
al., 2000). Il est intéressant de rappeler, dans ce contexte, que selon la nomenclature initiale
des CKs, CXCL1, CXCL2 et CXCL3 ont été initialement décrites pour leur potentialité de
facteurs de croissances tumorales et étaient nommées GROaq,B,y pour Growth related
oncogene GROq,B,y (Richmond and Thomas, 1986; Richmond and Thomas, 1988;

Vandercappellen et al., 2008).
- Chimiokines comme facteurs de croissance

La croissance tumorale est facilitée par de multiples facteurs de croissance et de survie,
incluant les CKs. Ces molécules peuvent agir sur les cellules tumorales de fagcon autocrine ou
paracrine. CXCL1 a été initialement décrit comme facteur de croissance autocrine dans les
mélanomes (Bordoni et al., 1990; Richmond and Thomas, 1986). Un role similaire a été
attribué a CXCL8 dans certains types de cancers : du pancréas, les cancers pulmonaires a
grandes cellules et les cancers des voies aériennes digestives supérieures (VADS), (Zhu and
Woll, 2005). Le couple CXCL12-CXCR4 permet la prolifération de tumeurs prostatiques, de
glioblastomes et de myélomes, (Bian et al., 2007; Hideshima et al., 2002; Sun et al., 2003). La
signalisation déclenchée par transduction de CXCR4 essentiellement par l'intermédiaire de la

voie dépendante de Akt a également été associée a la régulation de la survie d’autres types
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de cancer (Barbero et al., 2003; Kijima et al., 2002; Zhou et al., 2002). De fagon intéressante,
CXCL9 et CXCL10O souvent classées comme CKs anti-tumorales de par leur propriété
angiostatique (Johrer et al., 2008) ont également été identifiées comme acteurs dans la
boucle de prolifération autocrine et la dissémination de cellules cancéreuses dans des
modeéles de mélanomes et cancers colorectaux (Robledo et al., 2001; Zipin-Roitman et al.,

2007).
- Chimiokines comme facteurs angiogéniques

Les chimiokines sont impliquées dans la progression tumorale par leur aptitude a moduler
I'angiogénese et favoriser la néo-vascularisation a partir de veinules post capillaires.
L’extension de la vascularisation tumorale est un élément essentiel de développement, elle
est responsable de I'apport d’oxygéne et d’éléments nutritifs (Norrby, 1997) et semble
survenir majoritairement par angiogénéese souvent indépendante de I'apport de précurseurs
de cellules endothéliales issues de la moelle osseuse. La vascularisation de la tumeur s’initie
suite a un changement d’équilibre au sein du microenvironnement tumoral en faveur de
I'expression de genes pro-angiogéniques. L'expression de ces genes est notamment induite
par des facteurs physiologiques comme I’hypoxie générée par I'augmentation de la masse
tumorale mais également par l'activation d’oncogéne ou par la mutation d’un géne

suppresseur de tumeur (Bergers and Benjamin, 2003).

Les principales chimiokines angiogéniques font partie des CXC-CKs ELR+ (Belperio et al.,
2000; Strieter et al., 1995a). Parmi elles, CXCL8 a été associée a la promotion de la
vascularisation de la cornée en agissant directement sur la chimiotaxie et la prolifération de
cellules endothéliales dans un modeéle de rat (Koch et al., 1992; Strieter et al., 1995b). Le role
de la signalisation induite par CXCL8 via CXCR2 a été associé a I'angiogénése dans des
modeéles murins de cancer du poumon et du rein (Keane et al., 2004; Mestas et al., 2005).
Chez 'homme, des quantités plus élevées de CXCL8 ont été mesurées dans des tumeurs
pulmonaires comparées a celles des tissus pulmonaires sains. La neutralisation de CXCL8
diminue fortement le programme pro-angiogénique de la masse tumorale (Smith et al.,
1994). Des niveaux élevés de CXLC8 ont été détectés dans les sérums de patients atteints de
cancers prostatiques, mammaires et correlent avec le stade d’évolution de la tumeur

(Aalinkeel et al., 2004; Benoy et al., 2004; Veltri et al., 1999). Dans des modéles murins de
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xénogreffe de cancer ovarien, I'expression de CXCL8 est associée a la vascularisation des
tumeurs et a une réduction de la survie (Yoneda et al., 1998). D’autres CKs ELR+ ont été
identifiés comme pro angiogénique comme CXCL5 dans les cancers pulmonaires a grosses
cellules ou CXCL1 et CXCL3 dans des cancers du rein (Arenberg et al., 1998; Mestas et al.,
2005).

Les chimiokines ELR- sont, quant a elles, connues pour inhiber la néo vascularisation
(Belperio et al., 2000; Strieter et al., 1995a). Dans de nombreux cas, I'apport (par injection
ou transfert de gene) de CXCL9 et CXCL10 au sein d’une tumeur inhibe I'angiogéneése.
(Arenberg et al., 1996; Sgadari et al., 1996a; Sgadari et al., 1997). L’activité angiostatique de
ces CKs est directement liée a I'activation de CXCR3 exprimée par les cellules endothéliales
(Romagnani et al., 2001). D’autres études ont mis I'accent sur I'effet anti-tumoral indirect de
CXCL9 et CXCL10 par le recrutement de cellules effectrices CXCR3+ comme les LTs et les
cellules NK capables d’altérer les vaisseaux tumoraux (Charo and Taubman, 2004; Sgadari et
al.,, 1996b). A l'inverse, une autre CK ELR- CXCL12 est connue pour posséder un role pro-
angiogénique par sa capacité a induire le recrutement, la prolifération des cellules
endothéliales ainsi que de stimuler leur sécrétion de VEGF et leur formation de tube
(Salcedo et al., 1999). Cependant, I'effet pro-angiogénique de CXCR4 n’est pas généralisable
dans la mesure ou son inhibition dans le modele de cancer pulmonaire a grandes cellules ne

réduit pas la vascularisation tumorale (Singh et al., 2007).

Chimiokines et formation de métastases
Les métastases correspondent a des implantations secondaires dans un organe distant d‘une
tumeur maligne. L’implication des CKs et RCKs dans la dissémination des cellules
cancéreuses n’est pas surprenante dans ce processus. La distribution particuliére des
métastases a initialement été décrite par Paget en 1889 et dénommée « seed and soil
hypothesis ». Cette hypothese propose que la formation de métastases dépende d’un
dialogue entre des cellules cancéreuses sélectionnées [the « seeds » (les semences)} et le
microenvironnement spécifique d’un organe [the « soil » (le sol)]. Cependant, c’est Muller
et ses collaborateurs qui ont démontré que le réseau des CKs et de leurs récepteurs influent
sur la localisation métastatique des cancers mammaires (Muller et al., 2001). Cette étude
correle I'expression de CXCR4 et CCR7 a la formation métastatique dans les ganglions

lymphatiques, les poumons, le foie et la moelle osseuse, tous ces organes produisant une

45



Epithélium mammaire

Prolifération clonale

Cellules malignes
N Invasion locale

Organes Cibles

CXCL12

Détachement

Migration au sein d’organes hauts
producteurs de CXCL12

Vaisseau
sanguin

Figure 16: Role des chimiokines dans la formation de métastases issues d’'un cancer mammaire.
Certaines cellules cancéreuses se détachent de la tumeur primaire et rejoignent la circulation
sanguine ou lymphatique. Les cellules CXR4+ sont recrutées et s’arrétent au niveau des organes
produisant d’'importantes quantités de CXCL12, comme le poumon, le foie et la moelle osseuse. Les
cellules cancéreuses recrutées dans des tissus sains proliferent et forment des tumeurs
métastatiques. La plupart du temps les cancers mammaires ne forment pas de métastases dans les
organes faibles producteurs de CXCL12 comme le rein. (Muller et al., 2001; Murphy, 2001).
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grande quantité des ligands respectifs CXCL12 et CCL21 (Figure 16). Lors du développement
tumoral, de nombreux RCKs peuvent étre anormalement exprimés par les cellules
tumorales, ce qui leur confére un potentiel métastatique (Kakinuma and Hwang, 2006;

Murphy, 2001).

De fagon intéressante, I’hypoxie est un facteur d’induction de I'expression de CXCR4 mais
aussi de CCR2, CCR5 et CCR7 (Bosco et al., 2004; Schioppa et al., 2003; Wilson et al., 2006).
CXCR4 a été décrit dans plus d’une vingtaine de tumeurs malignes différentes et semble étre
un RCK d’expression majeur sur les cellules cancéreuses (Balkwill, 2004b). L’expression de
CXCR4 est associée a un mauvais pronostic clinique dans les cancers de I'cesophage et les
mélanomes. Dans les cancers du sein, I'expression simultanée de CXCR4 et CCR7 est un
marqueur prédictif de I'invasion métastatique des ganglions lymphatiques. CXCR4 est aussi
associée a I'invasion métastatique dans le cancer colorectal, de la prostate, pancréatique et

ovarien.

D’autres RCKs sont impliqués dans la formation des métastases. CCR4 est suspecté de
promouvoir la métastase de cellules cancéreuses de poumon vers la moelle osseuse dans
des zones riches en CCL22. L’expression de CCR2 est associée a la dissémination des
myélomes et a la progression du cancer de la prostate, CCR6 est associée a la métastase des
cancers colorectaux. CCR4 et CCR10 sont associées a l'invasion de cellules tumorales dans la

peau (O'Hayre et al., 2008; Singh et al., 2007).

Le role des CKs dans la dissémination métastatique ne se limite pas au contrdle dirigé de la
migration cellulaire. Le détachement des cellules cancéreuses au niveau de la tumeur
primaire, I'invasion a travers la matrice extracellulaire, la destruction de la membrane basale
et I'entrée dans la circulation sont des étapes essentielles au processus de dissémination
(Figure 17). Ces fonctions cellulaires dépendent de I'activité d’enzymes protéolytiques
comme les métalloprotéases (MMPs) (Vicari and Caux, 2002), lI'expression desquelles
pouvant étre régulée par des CKS. En effet, I'expression de CXCL8 est responsable de
I'initiation de la transcription du géne codant la MMP-2 ainsi que du renforcement de son
activité collagénase, ce qui potentialise la dissémination des cellules de mélanome humain
(Luca et al., 1997). Dans le cancer de la prostate, CXCL8 favorise I'envahissement et le

potentiel métastatique par induction d’expression de MMP-9 (Inoue et al., 2000).
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Implication du couple CX3CL1/CX3CR1
CX3CR1 est exprimé a la surface de tumeurs prostatiques (Shulby et al., 2004), du cancer du
sein (Jamieson-Gladney et al., 2011) de tumeur pancréatique, de tumeurs du systeme
nerveux (gliome et neuroblsatome) (Marchesi et al., 2010) et dans les leucémies lymphoides
chroniques (Ferretti et al., 2011). De par ses propriétés structurales et fonctionnelles
uniques, CX3CL1 est une CK capable de participer a I'extravasion, a la migration dirigée, a
I’adhésion et a la survie des cellules tumorales qui expriment CX3CR1. L’axe CX3CL1/CX3CR1
est également impliqué dans la dissémination et la formation métastatique. En effet, son
expression a été associée a la formation de métastase dans le cerveau (Andre et al., 2006). Il
facilite la transmigration de cellules de neuroblastomes a travers les cellules endothéliales

médullaires et participe a la formation de métastases médullaires (Nevo et al., 2009).

Plus récemment, il a été démontré que CX3CR1 est directement impliqué dans I'arrét des
cellules métastatiques issues d’un cancer du sein dans les tissus osseux, par I'intermédiaire
de ses fonctions de chimiotactisme et d’adhérence (Jamieson-Gladney et al.,, 2011). La
surexpression de CX3CR1 augmente |'aptitude de cellules mammaires cancéreuses a se loger
dans les tissus osseux (Fong et al., 2002a). L’arrét des cellules circulantes sur les cellules
osseuses est fortement dépendant de leurs interactions spécifiques d’adhésion avec les
cellules endothéliales bordantes des sinusoides médullaires (Glinskii et al., 2005; Lehr and

Pienta, 1998; Scott et al., 2001).

L’axe CX3CL1/CX3CR1 joue aussi un rble dans la cicatrisation et I'angiogéneése (Ishida et al.,
2008). En effet, la déficience en CX3CR1 provoque un défaut de cicatrisation et de la
formation de néo vaisseaux. Ce défaut est caractérisé par une diminution des macrophages
infiltrant la Iésion ainsi que par la diminution de leur production de TGFB1 et de VEGF. Le
CX3CL1 est également impliqué dans I'angiogénese tumorale (Ren et al., 2007). L’inhibition
de son expression par un ARN anti sens dans un modele de mélanome murin (B16) conduit a
une inhibition de la croissance tumorale ainsi qu’a une diminution de la densité des micros
vaisseaux au sein de la tumeur. Dans un modele de cancer du sein, I'inhibition de CX3CR1 a
I'aide d’un anticorps bloquant conduit a une diminution du recrutement des macrophages

corrélée a une diminution de I'angiogénése de la tumeur (Reed et al., 2012).
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Figure 17 : Différentes voies métastatiques

Les cellules tumorales peuvent se disséminer par l'intermédiaire de deux voies : la voie
lymphatique (fleches bleues) ou la voie sanguine (fleches rouges). Dans le premier cas, les
cellules tumorales peuvent proliférer dans les ganglions en y formant une tumeur solide. Ces
cellules peuvent ensuite rejoindre la circulation sanguine et coloniser un autre organe
(métastase secondaire). Dans le second cas, les cellules utilisent la circulation sanguine pour se
disséminer et forment des métastases au niveau d’organes distants. La dissémination a partir
d’une métastase primaire vers d’autres organes forme des métastases secondaires (fleches
noires). D’aprés (Pantel and Brakenhoff, 2004).
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Ainsi, les chimiokines et leurs récepteurs sont impliqués dans le cancer selon plusieurs
aspects (Figure 18). Le développement d’outils ciblant ses acteurs constitue donc un intérét
conséquent. Au regard des nombreuses pathologies associées au CKs et leurs récepteurs,
I'industrie pharmaceutique s’est investie dans le développement d’outils thérapeutiques aux

propriétés agonistes ou antagonistes des récepteurs, visant a moduler leurs effets (Wells et

al., 2006).
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Figure 18: Fonctions pléiotropiques des chimiokines dans le processus cancéreux.

Les chimiokines peuvent moduler I'angiogénése, la prolifération, I'invasion, |'apoptose et la
sénescence des cellules tumorales (cellules rouges) mais participent également a l'infiltration
leucocytaire au sein de la tumeur. Des travaux récents suggerent que CXCR7 pourrait étre
impliqué dans le contrdle de la prolifération tumorale et I'inhibition de I'apoptose. CCL2
inhibe la mort autophagique. Le controle de la sénescence des cellules tumorales est
finement régulé par CXCR2 et ses ligands CXCL1 et CXCL8. Les récepteurs DARC et D6
pourraient étre des régulateurs négatifs de I'angiogénése. A I'inverse CXCL1 et CXCL8 via
CXCR2 sont pro-angiogéniques. L'expression de CXCL1 est induite par la prostaglandine E2
(PGE2) alors que la prolylhydroxylase 3 (PHD2) régule négativement I'expression de CXCL8. La
migration des cellules cancéreuses vers des sites métastatiques spécifiques est étroitement
contrdlée par les CKs CXCL1, CXCL8, CXCL12, CCL5, CCL19, CCL21, CCL25, CCL27 et CX3CL1 et
aux RCKs CCR5 CCR7 CCR9 CCR10 et CX3CR1. L'expression de CXCL12 est induite par Src et
module la dissémination métastatique. CCR7 dont I'expression est controlée par notchl est
également impliqué dans la dissémination métastatique. Plusieurs études ont mis en
évidence le réle central du TGFB dans le controle de I'expression de CXCL12 CCL2, CCLS5,
CXCR2 et CXCR4 qui vont promouvoir le recrutement de cellules inflammatoires. Néanmoins,
le TGFP inhibe I'expression de CXCL1, CXCL5, CXCL8, CCL9 et CCR1, ce qui module également
le recrutement leucocytaire. D’aprés (Lazennec and Richmond, 2010).
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E Agonistes /Antagonistes des chimiokines et de leurs récepteurs
Comme nous l'avons vu, les CKs jouent un réle conséquent dans le développement tumoral.
Ainsi, le ciblage de ces molécules ou de leur(s) récepteur(s) peut constituer un axe de

recherche thérapeutique prometteur. Différents types de molécules ont été mis au point.
Les molécules chimiques

L‘approche pour le développement d’antagonistes de CK la plus répandue consiste a
concevoir des molécules chimiques spécifiques de faible poids moléculaire ciblant les
récepteurs de CKs. La plupart des antagonistes chimiques des RCKs se sont montrés
prometteurs dans les tests fonctionnels précliniques, néanmoins, peu d’entre elles se sont
révélées efficaces au cours des essais cliniques. Ainsi, parmi les 19 RCKs, 10 ont été ciblés par
diverses entreprises pharmaceutiques et seulement 4 inhibiteurs ciblant respectivement
CCR9, CCR5, CXCR1-CXCR2 et CXCR4 ont donné des résultats probants. L'inhibiteur de CCR9
(CCX282 ou Traficet-EN™) est actuellement testé en essais cliniques de phase Ill dans le
traitement des formes modérées et séveres de la maladie de Crohn. L'inhibiteur ciblant
CXCR2 et CXCR1 (SCH-527123 ou PS-291822) est actuellement testé en essais cliniques de
phase Il dans le traitement de pathologies telles que la Broncho pneumopathie chronique
obstructive et en phase | dans le traitement de patients exposés a I'ozone (Jakob Busch-
Petersen, 2008; Pease and Horuk, 2009a; Pease and Horuk, 2009b). A ce jour, deux
antagonistes de CKs ont été approuvés par la FDA (Food and Drug Administration). Le
premier, en 2007, est un antagoniste de CCR5 Celzentry® (ou maraviroc) qui est intégré dans
la nouvelle classe de médicament inhibiteur d’entrée du HIV. Celui-ci est utilisé en
combinaison avec les anti-rétroviraux chez les patients infectés par les souches HIV CCR5-
tropiques. Le second, le Mozobil (=AMD3100) antagoniste de CXCR4, est utilisé en clinique
dans les protocoles d’induction de mobilisation des HSCs aussi bien seul (Devine et al., 2008)
gu’en combinaison avec le G-Csf (Liles et al., 2005). Son utilisation en combinaison avec le G-

Csf a été approuvée par la FDA en 2008.
Les molécules peptidiques

Initialement des ligands de CKs ou des dérivés (mutants tronqués en N-terminal) ont été
testés en tant qu’antagonistes, en particulier comme inhibiteur d’entrée du HIV. En ce qui

concerne le HIV, de nombreux composés bloquent l'interaction entre le RCK et la protéine
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virale GP120 et favorisent l'internalisation du RCK. Différentes formes modifiées de CCL5
(RANTES) telles que AOP-RANTES se sont révélées étre des agents anti HIV puissants
capables d’empécher le recyclage du RCK ciblé a la surface cellulaire (Cocchi et al., 1995;

Mack et al., 1998).

Les anticorps spécifiques des CKs et des RCKs

Le développement d’anticorps (Ac) capables de neutraliser les CKs ou les RCks fait également
I'objet de nombreuses recherches. De nombreuses molécules ont ainsi été développées et
leur efficacité dans des modéles pathologiques évaluée. Parmi les anticorps ciblant les CKs,
un Ac monoclonal (11K2) capable de se lier a CCL2, CCL7 et CCL8 s’est montré efficace dans
des modeles murins de traitement de I'athérosclérose (Lutgens et al., 2005). Certaines
pathologies impliquent plusieurs chimiokines. Il pourrait donc étre bénéfique de cibler
plusieurs RCKs simultanément. La relation entre I’homologie de structure et I'activité
commune de certaines CKs a conduit au développement de stratégies visant a mettre au
point des Ac capables de se lier avec une grande affinité a plusieurs CKs (Fagete et al., 2009).
Dans cette étude, les chercheurs ont mis au point, a I'aide d’'une technique de phage display,
un anticorps capable de lier CXCL9 et CXCL10. Plus récemment, des chercheurs ont mis au
point un Ac potentiellement efficace dans les maladies inflammatoires chroniques capable
de neutraliser CCL3, CCL4, CCL5 (Scalley-Kim et al., 2012). Des Ac ciblant les RCKs ont
également été développés. Le RCK qui a suscité le plus d’intérét est CCR5 de par son
importance dans le cadre des recherches sur le HIV. Ainsi de nombreux Ac spécifiques de ce
RCKs ont été mis au point et ont montré une activité antivirale in vitro (Olson et al., 1999;
Wu et al., 1997). De plus, des études cliniques ont montré que les Ac anti-CCR5 sont des
agents anti rétroviraux potentiels et possedent une activité prolongée suite a leur

administration en une seule dose (Révisé dans (Olson and Jacobson, 2009)).

Un autre type d’inhibiteur de RCK a plus récemment été utilisé. Un ARN anti-sens couplé a
des nanoparticules ciblant la transcription de CCR2 a été mis au point par le groupe de
Nahrendorf. Il s’est montré prometteur dans divers modeéles murins d’athérosclérose, de
réparation des lésions suite a un infarctus du myocarde et de croissance tumorale

(Leuschner et al., 2011).
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CX3CR1, quant a lui, est une cible d’intérét car il ne comporte qu’un ligand connu a ce jour,
le CX3CL1. Il a été développé au sein du laboratoire par la méthode du « phage display » un
antagoniste de CX3CR1 qui est un variant chimiokinique du ligand naturel de CX3CR1 modifié
en N-terminale. Cet analogue chimiokinique supprime in vitro les réponses calciques
d’adhésion et de chimiotactisme au CX3CL1 natif. In vivo, il inhibe fortement le recrutement
des macrophages dans un modéle murin de péritonite (Dorgham et al., 2009). Comme nous
le verrons, l'utilisation de cet antagoniste m’a permis d’étudier I'implication de I'axe

CX3CL1/CX3CR1 dans le comportement et la mobilisation des monocytes médullaires.

En plus de leur réle thérapeutique potentiel, ces molécules sont des outils utiles dans
I’exploration et la compréhension du réle des RCKs. Ainsi, ils pourraient permettre
I’émergence de nouvelles stratégies de traitement des maladies inflammatoires. Les
avancées récentes dans le domaine de la cristallisation des RCPGs humains qui ont permis la
mise en évidence de la structure du CXCR4 (Wu et al., 2010) vont contribuer a améliorer la
compréhension des fonctions de ces molécules. En synergie avec les technologies
émergentes telles que le criblage in silico des liaisons ligand-récepteur, de nombreuses
molécules antagonistes de RCKs devraient étre identifiées et mises sur le marché dans les dix

prochaines années (Schlyer and Horuk, 2006; Vaidehi et al., 2006).

Les antagonistes ou agonistes peuvent cibler les CKs ou les RCKs de facon spécifique.
L'expression des RCKs caractérisent des sous-populations cellulaires et jouent un réle majeur
dans leurs fonctions. Il devient donc envisageable de cibler plus spécifiquement des
populations cellulaires. Les antagonistes de CKs ou RCks ont donc un potentiel d’inhibition

de fonction pro tumoral ou d’optimisation de la réponse anti tumorale.

Nous avons, dans cette premiére partie, décrit les processus qui permettent aux tumeurs de
se développer et se disséminer au sein d’un organisme. Les tumeurs ne se développent
cependant pas au sein d’'un hote sans aucune contrainte. En effet, les cellules immunitaires
chargées du maintien de I'intégrité de I'organisme vont mettre en place divers mécanismes
de défense visant a controler la croissance tumorale et paradoxalement contribuer aux
mécanismes d’échappement par subversion de leur fonction premiére provoquée par le
microenvironnement tumoral. Nous discuterons, dans la suite du manuscrit des mécanismes

d’interaction entre le systéme immunitaire et les tumeurs.
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II Interactions entre le systéme immunitaire et les tumeurs

Au cours de cette deuxieme partie, nous discuterons du contréle du développement tumoral
par 'organisme et du concept d'immunoédition. Nous verrons également que les tumeurs
sont capables d‘inhiber et/ou d’exploiter les cellules du systéme immunitaire en leur faveur
par le biais de cellules suppressives ou régulatrices. Enfin, nous verrons que certains
composés chimiothérapeutiques sont capables de réactiver transitoirement la réponse
immune anti-tumorale et constituent des alliés précieux dans le domaine de la recherche en

immunothérapie.

A La réponse immune antitumorale

L’hypothése selon laquelle la croissance tumorale pourrait étre controlée par le systéme
immunitaire a émergé au début du XXe siecle, grace notamment au Dr Paul Ehrlhich, en
supportant l'idée que I'organisme humain serait capable de faire régresser la majorité des
carcinomes. Cette idée ne fut cependant pas I'objet d’'un grand champ d’investigation avant
le milieu du XXe siécle. Le terme d’immunosurveillance des tumeurs fut introduit plus tard
en 1957 par le Dr Macfarlane Burnet (Burnet, 1957). A cette époque, le concept est
également soutenu par le Dr Lewis Thomas qui assume que les lymphocytes jouent un réle
permanent de sentinelles qui combattent I'’émergence de cellules transformées anormales
(Burnet, 1970). La capacité d'immunisation d’animaux contre des tumeurs syngéniques puis
la démonstration de I'existence d’antigénes tumoraux (Old and Boyse, 1964) ont apporté des
éléments en faveur de cette hypothese. Cependant, le concept d'immunosurveillance a
longuement été remis en question car I'incidence des cancers (a I'exception des cancers viro
induits) n’est pas apparue augmentée chez les souris Nude (dépourvues de thymus)
(Stutman, 1974; Stutman, 1979) suggérant I'absence de fonction du systéeme immunitaire
dans le controle de I'’émergence tumorale. Il a plus tard été démontré que la souris Nude
possede un répertoire de lymphocyte T certes restreint mais néanmoins pourvu d’un
récepteur spécifique de I'antigéne (TCR) af ainsi que des LTyd et des cellules NK, remettant

les résultats du Dr Stutmann en question.

Dans les années 1990, le développement de souris immunodéficientes par invalidation des
génes essentiels a la réponse immune ainsi que |'apparition des anticorps monoclonaux

déplétifs des lymphocytes [révisé par (Dunn et al., 2006)] ont mis en évidence le réle des
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lymphocytes dans ['‘apparition des tumeurs et ainsi de relancer la théorie de
I'immunosurveillance. Dans un premier temps, le groupe du Dr Schreiber a montré que
I'interféron y (INFy) contrdle la croissance tumorale et le développement de tumoral dans
un modele de fibrosarcome (Meth A). Pour ce faire ils ont inhibé I'INFy a I'aide d’anticorps
neutralisant ou induit I'expression d’'un dominant négatif de son récepteur (INFyR1) (Dighe
et al.,, 1994). Dans ces conditions, les tumeurs croissent plus efficacement et sont moins
immunogéniques. Par la suite des souris insensibles a I'INFy (INFy Récepteur‘/‘ ou Statl'/‘) ont
été créées. Des travaux ont permis de mettre en évidence une sensibilité accrue a I'induction
de tumeur par injection de méthylcholanthréene (MCA) au sein de ces souris par rapport aux
souris sauvages (Kaplan et al.,, 1998). L’activité cytotoxique anti-tumorale des cellules
immunitaires a été mise en évidence grace a |'utilisation de souris invalidées pour le gene de
la perforine (pr'/') (molécule impliquée dans I'effet cytotoxique des LTs, NKs et NKTs). Les
auteurs ont montré I'importance de cette molécule dans le développement de tumeurs
transplantées, induites par le MCA, viro induite (Street et al.,, 2001; van den Broek et al.,
1996), et aussi dans des modeles de tumeurs spontanées (Street et al., 2002). Le groupe du
Dr schreiber proposera de remplacer le terme immunosurveillance par immunoédition pour
mieux refléter I'interaction dynamique entre la tumeur et le systéme immunitaire. La théorie
de l'immunoédition propose que la pression de sélection engendrée par le systéeme
immunitaire sur la tumeur aboutit a une sélection de variant clonaux et donc a I'’émergence

de mutants capables d’échapper a son contréle (Dunn et al., 2002).

Plus récemment, I'apparition des souris déficientes en LT, LB, et NKT obtenues par mutation
des génes Ragl ou Rag2 a permis des avancées dans I'étude du développement tumorale. En
effet, les travaux du groupe de Schreiber ont permis de démontrer que les tumeurs qui se
développent au sein de souris RagZ'/' sont plus immunogénes aprées transplantation
secondaire dans des souris immuno-compétentes que celles qui se développent initialement
dans des souris contréles (immuno-compétentes). De plus, ces tumeurs sont rejetées
lorsqu’elles sont injectées dans des souris sauvages (Dunn et al., 2005). Ces résultats sont en
accord avec l'existence d’'un phénomene de sélection des tumeurs résistantes au systéme
immunitaire. Cette année, le groupe de Jacks Tyler a apporté une démonstration nouvelle de
Iimmunoédition dans un modéle de tumeurs spontanées en utilisant un modeéle de souris

G12D

transgéniques exprimant de facon conditionnelle I'oncogéne K-ras et la délétion du gene
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suppresseur de tumeur P53 (DuPage et al., 2012). lls ont généré ces souris sur fond sauvage
et rag2'/'. lIs peuvent, a I'aide de ce modele, moduler 'immunogénicité des tumeurs par
expression conditionnelle d’antigenes. Les auteurs montrent: [1] une augmentation de
I'incidence des tumeurs sur fond Rag2'/', [2] Ia présence de LTs spécifiques des antigenes
tumoraux au sein des ganglions drainant la tumeur et la rate des souris. [3] une implication
des LTs CD4 et CD8 dans le contréle de la croissance tumorale a |'aide d’anticorps
spécifiques inhibiteurs de ces Lymphocytes. [4] Enfin, Ils démontrent que les tumeurs issues
des souris RagZ'/' ne sont pas immunoéditées a la différence des tumeurs issues de souris
sauvages. L'immunoédition, au cours de cette étude est caractérisée par la perte

d’expression des molécules de classe | par les cellules tumorales.

Néanmoins, il a depuis été montré par le groupe du Dr Jack D. Bui que les tumeurs sont
également immuno-éditées dans des souris Rag2'/' et en I'absence de systéme immunitaire
adaptatif (O'Sullivan et al., 2012). Dans cette étude, des tumeurs sont induites par le MCA
dans des souris de fond sauvage, Rag2'/' et Rag2'/' xyc'/' (souris dépourvues de lymphocytes
NK, NKT, LTy5, LTaP et lymphocytes B). Les auteurs montrent que les tumeurs issues de
souris RagZ'/' X yc'/' sont faconnées, et qu’elles subissent une édition lorsqu’elles sont
transplantées au sein de souris RagZ'/'. Les auteurs démontrent que I'édition de ces tumeurs
au sein des souris Rag2'/' est dépendante des cellules NK et de la production d’INFy in vivo.
lls montrent enfin que la polarisation des macrophages vers un profil M1 (par
I’administration d’un agoniste du CD40) déclenche une édition des tumeurs au sein des
souris Rag2'/' X yc'/' suggérant que les macrophages peuvent étre activés et éditer

efficacement les tumeurs in vivo.

Ainsi, la réponse immune anti tumorale implique différentes populations de leucocytes
parmi ces cellules, les NK et les LT jouent un rble important dans le processus
d’'imunoédition des tumeurs. Je vais ici discuter des propriétés et fonctions de ces deux

populations dans la réponse anti tumorale.
Les cellules NK

Les cellules « natural killer » ont été ainsi dénommées de par leur capacité a lyser les cellules
tumorales sans reconnaissance d’antigéne ni de sensibilisation préalable. Au site

inflammatoire, elles sont rapidement activées par des cytokines telles que I'lL-2, I'lL-12, I'IL-
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15 et les INFs ou par des protéines de choc thermique (HSP). Leur activation peut engendrer
leur prolifération, I'expression de Fas (Fas-ligand) et secréter des molécules a activité
cytotoxique (INFy, TNFa, perforine et granzyme). Les cellules NK sont également capables
d’activité cytotoxique dépendantes des anticorps (ADCC=Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity) par l'intermédiaire de linteraction entre anticorps et le récepteur CD16
(FCGRIIIA) gu’elles expriment (Yokoyama and Plougastel, 2003). La réactivité des cellules NK
est dépendante de I'expression de récepteurs inhibiteurs ou activateurs (Moretta et al.,

2001; Moretta et al., 2000; Vivier and Anfossi, 2004).

Les récepteurs inhibiteurs des cellules NK son caractérisés par la présence d’'un motif ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine Based Inhibition Motif) au niveau de leur queue cytoplasmique.
Ils ont pour ligand des molécules du Complexe majeur d’Histocompatibilitéde classe | (CMH
I) classique et non classique (HLA-E ou G). Le signal déclenché par l'activation de ces
récepteurs induit une phosphorylation des tyrosines du motif ITIM qui recrutent alors des
phosphatases telles que SHP-1 (Src hommology 1 domain containing phosphatase) et SHP2
responsable de I'inhibition des fonctions effectrices NK (Moretta et al., 2001). Parmi les ITIM,
on retrouve les récepteurs de la famille des Immunoglobulines KIR (Killer cell Immunoglobin-
like Inhibitory Receptor), LIR (Leucocyte Immunoglobulin like Réceptor), Lectine (KLR killer
cell Lectin-like Receptor). L'activité cytotoxique d’une cellule NK ne sera inhibée qu’en
présence du ligand correspondant au récepteur inhibiteur exprimé par la cellule cible. Ceci
explique la capacité des cellules NK a lyser les cellules tumorales qui n’expriment pas les
molécules de classe | (Whiteside and Herberman, 1995). Une cellule NK peut étre activée par
I’engagement de récepteur activateur. Plusieurs homologues de récepteurs inhibiteurs de
type KIR, LIR a fonction activatrice ont été décrits. Ceux-ci présentent un domaine
extracellulaire similaire a leurs homologues mais s‘en différencie par un domaine
intracellulaire tronqué ne possédant pas de séquence ITIM mais capable de s’associer a des
séquences activatrices de type ITAM (Immunoreceptor Tyrosine Based Activation Motif).
Parmi les protéines activatrices recensées, on distingue des membres de la super famille des
immunoglobulines (NKp30, NKp44, NKp46), des lectines de type C (NKG2A) (Moretta et al.,
2001). Certains ligands humains activateurs MIC (MHC Class | Related) MICA ET MICB et
murin RAE (Retinoic acid early induciible et H60 (Minor Histocompatibility Antigen) sont peu

ou pas exprimés par les tissus sains mais constitutivement exprimés par de nombreux
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carcinomes et mélanomes (Groh et al., 1999; Vetter et al., 2002). La balance des signaux
activateurs et inhibiteurs détermine I’activité anti tumorale des cellules NK. Les Nks sont des
effecteurs majeurs de la réponse anti-tumorale. lls expriment CX3CR1 qui par CX3CL1 joue
un réle important dans leur recrutement au sein de la tumeur. L'expression du CX3CR1 et
du CX3CL1 par les cellules NK est stimulé par I'lL-2. En revanche I'll-15 inhibe spécifiquement
I’expression du CX3CR1 (Barlic et al., 2003; Sechler et al., 2004). La fonction anti tumorale
des cellules NK a été associée au CX3CR1 dans une étude réalisée par Lavergne et al. Ces
travaux ont démontré que l'induction d’expression de CX3CL1 dans un modele de lymphome
murin induit une diminution de la taille et de I'incidence de la tumeur par augmentation du
recrutement de cellules NK cytotoxiques activée (Lavergne et al., 2003). Néanmoins, la
plupart du temps les cellules NK sont défectueuses chez les patients atteints d’un cancer

(Whiteside and Herberman, 1994).
Les Lymphocytes T

La plupart des tumeurs malignes sont infiltrées par des lymphocytes T ou TlLs pour Tumor
infiltrated lymphocytes comprenant des Lymphocytes T (LT) CD4 et CD8. La reconnaissance
d’un antigéne (présenté par l'intermédiaire d’'une molécule de CMH) peut déclencher la lyse
d’une cellule tumorale par un LT. Les LT peuvent induire la lyse d’une cellule tumorale par
lyse directe, par sécrétion de cytokines cytotoxiques (INFy et TNFa) ou par inhibition de sa
vascularisation. Les LT CD8 font intervenir les perforines et les granzymes ainsi que la voie
Fas/FasL (Apoptosis Stimulating fragment) pour éliminer leur cible. Les LTCD4 Induisent
I’apoptose via la voie Fas/FasL. Les TILS sont également recrutés via la production de CKs
dont CCL4 et CCL5. CCL5 peut également étre sécrété par les cellules cancéreuses comme les
carcinomes et les mélanomes (Luboshits et al., 1999; Mrowietz et al., 1999). La présence de
CK peut étre un marqueur de présence de TILs, c’est le cas pour CXCL9 et CCL22, de méme la
concentration de CCL5 reflete le taux de recrutement de lymphocytes T CD8 tumoraux.
Pivarcsi et al ont démonté que la diminution de sécrétion de CCL27 induit une diminution du
nombre de TIL qui conduit a une promotion de la croissance tumorale dans un modeéle de
tumeurs cutanées suggérant un réle des LTs dans le contrdle de la croissance tumorale et un
mécanisme d’échappement tumoral potentiel (Pivarcsi et al., 2007). Les TILs sont souvent
associés a un bon pronostic de survie pour les patients (Clark et al., 1989; Zhang et al.,

2003), ils sont parfois associés a un mauvais pronostic (Bromwich et al., 2003; Nakano et al.,
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2001). Les TILs montrent souvent un défaut de fonction de cytoxicité et une polarité Th2

inefficace dans la lutte anti-tumorale.

Aujourd’hui, le concept d’immunoédition semble démontré dans les modeles murins. I
décrit le développement tumoral en trois phases: [1] I’élimination, [2] I'équilibre, [3]
I’échappement (Dunn et al.,, 2002) (Figurel9). La phase d’élimination correspond au
développement de réponses immunes anti tumorales. Certaines cellules tumorales, du fait
de leur instabilité génétique et de la pression de sélection du systéme immunitaire, vont
muter et échapper a I'immunosurveillance. Commence alors la phase d’équilibre durant
laquelle certaines cellules tumorales sont détruites et de nouveaux mutants sont générés.
Cette phase conduit irrémédiablement au développement de cellules tumorales ayant acquis
des mécanismes de résistance efficaces. La phase d’échappement qui s’en suit est
caractérisée par la perte du controle de la croissance tumorale par le systeme immunitaire

et conduit au développement de tumeurs cliniquement décelables.
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Figure 19 : Les trois phases de I'immunoédition

Les cellules peuvent se transformer sous linfluence de facteurs intrinseques ou extrinseques.
L'immunoédition est un processus en trois étapes, elle s’initie par I’élimination des cellules tumorales
par les leucocytes qui exercent une pression de sélection sur la tumeur et font émerger des cellules
tumorales résistantes et conduit a I'échappement qui se traduit par lI'apparition d’une tumeur
cliniquement décelable. D’apres (Vesely et al., 2011).

61



B Role pro tumoral du systeme immunitaire

Comme nous l'avons vu précédemment, le systeme immunitaire lutte activement contre
I’émergence de cellules tumorales. Néanmoins, les cellules tumorales créent un micro
environnement qui favorise leur croissance, leur développement ainsi que leur
dissémination. Ainsi, elles modulent I'activité des cellules qui les entourent. Les tumeurs
sont constituées de populations leucocytaires issues de la moelle osseuse aux fonctions le
plus souvent altérées. Au cours du processus d’'immuno-édition les cellules immunitaires
interagissent avec les cellules tumorales. L'immuno-subversion est un mécanisme
d’échappement des cellules tumorales. Les leucocytes deviennent capables d‘inhiber la
réponse immunitaire anti tumorale adaptative et acquiérent des propriétés pro-tumorales.
Nous discuterons plus particulierement dans cette partie du réle de trois populations
leucocytaires qui possedent des fonctions pro-tumorales : [1] Les lymphocytes T régulateurs,

[2] les macrophages, [3] les cellules myélosuppressives.

Les lymphocytes T régulateurs
L'inhibition de la réponse immunitaire ou la tolérance des lymphocytes a I'égard de la
tumeur induite par les LTs régulateurs (LTreg) sont les composantes immunosuppressives les
plus étudiées. Ces lymphocytes particuliers sont caractérisés par |'expression de marqueurs
membranaires : CD4*, CD25, CD127"°", ainsi gue par I'expression du facteur de transcription
FoxP3 (Forkhead box P3). Deux sous types principaux sont décrits, les LTreg naturels issus du
processus de maturation thymique classique et les LTreg adaptatifs générés a partir de LT
matures en conditions particulieres de co stimulation et/ou d’exposition antigénique sous-
optimale (Bluestone and Abbas, 2003). Les Tregs sont capables d’inhiber la réponse immune
selon différents mécanismes (Figure 20) : [1] par la production de cytokines inhibitrices telles
que le TGFB et I'lL-10 (Nakamura et al., 2001). [2] Par la lyse de LT cytotoxiques et DCs via le
granzyme B, (Boissonnas et al., 2010; Cao et al.,, 2007; Gondek et al., 2005). [3] par
I'induction d’apoptose des LT effecteurs par la déplétion locale de cytokines comme I'IL-2 et
I'IL-7 (Pandiyan et al., 2007). [4] Par 'altération de la maturation et des fonctions des DCs via
I'interaction entre la molécule CTLA-4 et les molécules de costimulation exprimées par les
DCs (le CD80 et le CD86) (Read et al., 2000) (Fallarino et al., 2003). Cette interaction induit

I'activation d’'une enzyme l'indoleamine 2,3dioxygénase (IDO). L'IDO par consommation du
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Les LTreg peuvent inhiber les cellules du systéme immunitaire selon différentes voies. A) Par la sécrétion
de perforine et de granzyme B qui déclenchent la lyse des DCs et des LTs. B) A la suite d’'un contact
cellulaire direct (via I'intéraction CTLA4/CD80 et ou CD86,) ils provoquent la production d’IDO par la DC.
L'activation de cette enzyme diminue la concentration locale en tryptophane, ce qui déclenche
I'apoptose ou I'anergie des LT effecteurs. C) Par la production de cytokines immunosuppressives (1I-10 et
TGFpB), qui entrainent une diminution de I'expression des molécules du CMH et de costimulation ainsi
que la production de cytokines activatrices des LTs par les APCs. Ces cytokines ont également la capacité

de rendre les LTs anergiques. D’aprés (Zou, 2006).
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tryptophane conduit a une déplétion locale de ce substrat essentiel au fonctionnement des

lymphocytes ainsi qu’a la production de métabolites immunosuppresseurs.

La mise en évidence de I'implication des LTreg dans la croissance tumorale dans les modeéles
murins a été réalisée par déplétion de ces cellules a I'aide d’anticorps anti-CD25 (Jones et al.,
2002; Onizuka et al., 1999; Shimizu et al., 1999). Ces études ont montré que I'administration
de l'anticorps anti-CD25 entraine la régression de la croissance tumorale dans plusieurs
modeles (leucémies, mélanomes...). De plus, elles ont montré que la réduction du nombre
de LTreg est positivement corrélée a la réduction du volume des tumeurs. D’autres études
ont montré que la déplétion des LTCD4 totaux conduit a une amélioration de la réponse
immune anti-tumorale et peut entrainer dans certains cas un rejet efficace des tumeurs en
stade avancé (Sutmuller et al., 2001; Yu et al., 2005). Néanmoins, il a été également montré
gue l'administration d’un anticorps anti-CD25 conduit a une régresion tumorale dans des
modéles de leucémies, de myélomes et de sarcomes seulement si le traitement est effectué
au plus tard deux jours apres I'administration de la tumeur (Onizuka et al., 1999). Ces
résultats montrent donc une efficacité restreinte du traitement par le biais d’'un anticorps
anti-CD25. Les LTreg peuvent étre recrutés au sein d‘une tumeur via CCR4, CCR2, CCRS5,
CCR6, CCR8 (Dell'Agnola and Biragyn, 2007). La production de CCL17 et CCL22 par les Treg
est associée a un mauvais pronostic dans les cancers de I'ovaire (Curiel et al., 2004). De plus,
Godert et al ont démontré que les Treg recrutés via 'axe CCL22/CCR4 peuvent étre
sélectivement activés dans les infiltrats lymphoides environnant de la tumeur primaire et
sont associés a un pronostic de survie défavorable dans les tumeurs mammaires (Gobert et
al., 2009). Les LTreg sont donc des acteurs pro tumoraux jouant un role conséquent dans

I'inhibition de la réponse immune antitumorale.

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs)
La caractérisation phénotypique des cellules phagocytaires est complexe de par
I’'hétérogénéité des sous populations. Chez la souris, les macrophages associés aux tumeurs
(TAMs) sont constitués d’une fraction importante de cellules myéloides CD11b" trés
hétérogenes contenant de nombreuses sous populations qui peuvent exprimer de fagon
différentielle de plusieurs marqueurs tels que le F4/80, le Ly6-C, Les molécules de classe 2, le
CX3CR1, le CCR2, le cdllc, le CD62L, et le Tie2 (Movahedi et al.,, 2010; Quatromoni and

Eruslanov, 2012). Les TAMs, les cellules myelosuppressives (MDSCs) et cellules dendritiques
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(DCs) partagent de nombreux marqueurs de myéloides communs. Ainsi, les DCs associées
aux tumeurs de par leur similitude phénotypique avec les macrophages associés aux
tumeurs, telle que la capacité de co-expression du CD11c, du CD11b et du F4/80, peuvent
étre qualifiées de TAMs (Engelhardt et al.,, 2012). Les TAMs sont les leucocytes
prédominants au sein des tumeurs solides (Lewis and Pollard, 2006; Pollard, 2004). Si la
haute fréquence des lymphocytes infiltrant la tumeur est associée a un pronostic favorable
de survie (Clark et al., 1989; Zhang et al., 2003), la présence de cellules myéloides au sein
d’une tumeur est, quant a elle, le plus souvent associée a un mauvais pronostic de survie
(Pollard, 2004). Les TAMs sont généralement caractérisés comme étant soit des
macrophages polarisés de type M1 ou alternativement activés de type M2 (Gordon, 2003).
Ils ont une origine monocytaire et sont recrutés par le biais de CCL2 (Lin et al.,, 2001;
Sawanobori et al., 2008), CCL5, CCL7, CXCL8 et CXCL12 mais également par l'intermédiaire
de cytokines telles que le VEGF, PDGF et le Csf1R (Solinas et al., 2009). Les TAMs sont
responsables de diverses fonctions de promotion de la croissance tumorale telles que
I'angiogénese, I'immunosuppression et I'invasion métastatique (Pollard, 2004; Zou, 2005)

(Figure 21).

TAMs et controle de la croissance tumorale
Une étude réalisée par Lin et al dans un modéle de cancer mammaire spontané a montré
gue I'annulation de I'expression du géne codant le Csf-1{colony stimulating factor-1} (facteur
de croissance essentiel au développement des monocytes et des macrophages) induit une
réduction du nombre de TAMs et diminue la progression tumorale ainsi que le nombre de
métastases (Lin et al., 2001). Priceman et al ont montré que le recrutement de ces cellules
au sein des tumeurs pulmonaires, de la peau et de la prostate est régulé par I'activation du
CsflR. De plus, l'inhibition du Csf1R par un antagoniste spécifique combiné a un anticorps
anti-VEGF a un effet synergique sur la suppression de la croissance tumorale et diminue
fortement I'angiogénése (Priceman et al., 2010). Les TAMs favorisent I'angiogéneése et le
remodelage tissulaire par le biais de la production de VEGF et de metalloprotéinase 9
(MMP9) (Huang et al., 2002; Lewis et al., 2000). lls peuvent également inhiber la réponse
lymphocytaire T anti tumorale par production de TGFB, d’iNOS (Inducible Nitric Oxide
Synthase), et de ROS (Reactive Oxygen Species) (Brys et al., 2005; Chong et al., 1999;

Kusmartsev and Gabrilovich, 2005).
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Figure 21: Role des macrophages infiltrant une tumeur.

Les monocytes sont principalement recrutés via CCL2, le M-Csf et le VEGF. Une fois au sein de la tumeur,
les monocytes rentrent en contact avec différents cytokines telles que I'IL-3 et le M-Csf qui induisent leur
maturation en macrophages (TAMs) et qui conditionnent ces cellules en induisant leur sécrétion de
facteurs tels que les Csfs, I'lL-4, I'IL-10 et le TGFB. Ces facteurs ont pour effet de promouvoir la croissance
tumorale. Les macrophages associés a la tumeur ressemblent a des cellules de type M2 et jouent un réle
important dans la croissance et la progression tumorale. lls produisent de nombreuses molécules qui
soutiennent la survie des cellules malignes. lls modifient les propriétés néoplasiques de la matrice
extracellulaire en modifiant sa composition. Ils favorisent la formation de néo vaisseaux et assistent les
cellules tumorales dans leur dissémination. De plus les TAMs affectent la réponse immune anti tumorale
de plusieurs fagons: [1] par recrutement et stimulation de LTregs. [2] Par le recrutement de
Lymphocytes Th2 qui, a leur tour, inhibent les cellules Thl. [3] par induction de l'anergie des
lymphocytes T naifs, cette perversion cellulaire étant dépendante du TGFB, de I'lL-10 ainsi que de CKs
(CCL17, CCL18, et CCL22). D’apres (Solinas et al., 2009).
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Implication de CCR2 sur la mobilisation des TAMs
L’expression de CCL2 est associée a un pronostic défavorable et a la présence de métastases
dans le cancer du sein chez ’'homme (Rhodes et al., 2004; Saji et al., 2001; Ueno et al., 2000;
Valkovic et al., 1998). Au niveau des sites métastatiques, une population spécifique de TAMs
favorise I’extravasion, la nutrition et la persistance de la croissance tumorale (Qian et al.,

high

2009). Ces macrophages sont issus de la différenciation de monocytes Ly6-C™*" recrutés via

CCL2 (Qian et al., 2011). Dans un modele de cancer mammaire spontané (souris PYMT), les

high

monocytes Ly6-C™" sont recrutés préférentiellement au niveau de métastases pulmonaires

plutét qu’au site primaire de la tumeur. Le recrutement de ces monocytes Ly6—Chigh ainsi que
la fonction des TAMs sont dépendants de la production de CCL2 par le stroma et les cellules
tumorales. Le blocage de la signalisation CCL2-CCR2 inhibe le recrutement des monocytes
ainsi que les métastases in vivo et augmente la survie dans ce modéle murin. De méme, la
déplétion du CCL2 produit par la tumeur diminue également la vascularisation des
métastases, les monocytes Ly6—Chigh favorisant I'extravasion des cellules tumorales via leur

production de VEGF.

Les cellules Myéloides suppressives
La croissance tumorale est souvent associée a une myélopoiese anormale, incluant
notamment I'accumulation (ex : dans le sang et la rate) de cellules myéloides a capacité
suppressive (MDSCs). Les MDSCs sont des cellules hétérogénes constituées de progéniteurs
myéloides et de cellules myéloides immatures. Les progéniteurs myéloides cellules se
différencient normalement en granulocytes, monocytes, macrophages et cellules
dendritiques dans la moelle. En situation pathologique telle que le cancer, un blocage partiel
de la différenciation des cellules myéloides aboutit a une expansion et une activation des
MDSCs. La tumeur peut étre responsable de I'expansion de ces cellules par production de

facteurs solubles (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

L’expansion des MDSCs est induite par la production de facteurs de croissance tels que la
cyclooxygenase 2, les prostaglandines, le Stem Cell Factor (SCF), le M-Csf, le GM-Csf, et I'IL-
6 impliquées dans les voies de survie, de prolifération et d’apoptose (Bromberg, 2002). Ils
ont pour effet de stimuler la myélopoiese et d’inhiber la différenciation des cellules

myéloides matures ce qui aboutit a une accumulation de MDSCs.
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Figure 22: Différentes populations de MDSCs

Il existe deux sous populations de cellules myélosuppressives. Dans la plupart des modeéles tumoraux le
sous type granulocytique est majoritaire (70-80% des MDSCs). Elles sont caractérisées par la production
des ROS et expriment |'arginase. Le sous type monocytaire, quant a lui, produit principalement du NO
et exprime également I'arginase. Celles-ci sont capables de se différencier en macrophage et DCs.
D’apres (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).
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L’activation fonctionnelle des MDSCs est induite par les cellules tumorales et les LTs.
Différents facteurs ont été identifiés tels que I'INFy, les ligands de TLRs, L'IL-4, I'IL-10 I'IL-13
et le TGFB. L'activité suppressive des MDSCs met en jeu différentes molécules, notamment
la production de L-argininine 1 (substrat de deux enzymes I'arginase 1 et I'INOS), de ROS et
de péroxynitrites (NO). Ces molécules jouant un roéle important dans linhibition
fonctionnelle des LTs et la formation de métastases (Bronte and Zanovello, 2005;

Kusmartsev et al., 2004; Nakamura et al., 2006; Rodriguez and Ochoa, 2008).

Les MDSCs infiltrantes ont été classées en fonction de leur profil d’expression d’antigénes
membranaires en deux sous types distincts (Figure 22) : les MDSCs monocytaires (CD11b",
Ly6-C"™" Ly6-G) et Les MDSCs granulocytaires (CD11b*, Ly6-C®", Ly6-G*). [1] Les MDSCs
monocytaires sont caractérisés par une surexpression de STAT1, d’iNOS et de NO ainsi que
par une faible production de ROS. Le NO inhibe I'activité suppressive des LTs par le biais de
différents mécanismes conduisant a linhibition de JAK3 et STAT5, par diminution de
I’expression des molécules CMH de classe Il, et par induction de I'apoptose des LTs. In vitro,
seul ce sous type de MDSCs peut se différencier en macrophages et DCs. Les MDSCs

low Ly6-G®) sont les cellules myélosuppressives majoritaires

granulocytaires (CD11b", Ly6-C
dans la plupart des modéles tumoraux (70-80%). Les MDSCs granulocytaires ont une activité
de STAT3 et NADPH augmentée qui résultent en la production d’une grande quantité de ROS
et une faible production de NO. La production de ROS et de NO induit une modification post
traductionnelle du TCR et pourrait causer la perte de fonction des LTs. Les deux sous types
de MDSCs surexpriment I'arginase 1 qui, par déplétion locale de L-arginine, inhibe I’activité

les LTs (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Les différents mécanismes de suppression des

MDSCs sont illustrés Figure 23.
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Figure 23: Mécanismes de suppression des MDSCs

Les mécanismes de suppression des MDSCs different selon le lieu d’interaction cellulaire a savoir dans les organes
lymphoides ou au sein de la tumeur. A) Au niveau des organes lymphoides les MDSCs produisent une grande quantité
des ROS et des peroxynitrites (ONOO-) et augmente la transcription de STAT3. Ce phénomeéne est associé a une légére
augmentation de la production d’arginase 1 et de NO. Les MDSC présentent I'antigéne au LT par l'intermédiaire des
molécules CMH de classe I. Le péroxynitrite produit par les MDSCs induit une nitrosylation des acides aminés du TCR ce
qui le rend insensible a la stimulation antigénique. B) Au sein de la tumeur les MDSCs augmentent |’activation de STAT1,
produisent une grande quantité de facteurs solubles (NO et d’arginase 1) responsables d’une inhibition non spécifique
de I'antigéne sans nécessiter de contact cellulaire. Les MDSCs tumorales peuvent également se différencier en TAMs et
sont alors capables de produire du NO ou de l'arginase 1 mais aussi des cytokines immunosuppressives. D’apres

(Gabrilovich and Nagaraj, 2009)
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L'immunosuppression est un facteur important dans le développement tumoral. Il est donc
essentiel de pouvoir éviter ou limiter la perversion des cellules immunitaires dans le but de
développer des stratégies immunothérapeutiques anti tumorales efficaces. Certains
principes chimiothérapeutiques ont la capacité de moduler I'activité des cellules du systéeme
immunitaire. En effet, en plus de leur effet cytotoxique, ces agents thérapeutiques peuvent
réactiver la réponse immune anti-tumorale, c’est le cas en ce qui concerne le
cyclophosphamide (CP), la doxorubicine et I'oxaliplatine (Vacchelli et al., 2012). Dans le
cadre de mon travail de these, j'ai plus particulierement cherché a comprendre les
mécanismes impliqués dans la modulation des populations myéloides suite a
I’'administration de CP et I'impact sur la réponse anti tumorale par stimulation du systeme
immmunitaire. Nous détaillerons donc dans la suite de ce chapitre les fonctions déclenchées

par I'action du CP sur les cellules de I'immunitée inée et adaptative en situation tumorale.

C Chimiothérapie et immuno modulation

Certains composés chimio thérapeutiques sont caractérisés par leur aptitude a moduler la
réponse immunitaire. En effet, leur effet cytotoxique déclenche une mort cellulaire a
propriété immunogénique (immunogenic cell death). Ce processus est dépendant de
I’émission combinée de signaux de mort cellulaire spécifiques : [1] la coexposition sur le
feuillet externe du réticulum endoplasmique des protéines chaperones CRT et ERp57
nécessaires a l'activation des caspase (Obeid et al., 2007; Panaretakis et al., 2008), [2] la
sécrétion d’ATP nécessaire a I'activation de I'autophagie (Martins et al.), [3] la libération de
la protéine HMGB1 {High mobility box group 1 chromatin binding protein} (Apetoh et al.,
2007), [4] de I'exposition des protéines de stress (HSP70 et HSP90) (Heat-shock proteins) a la

surface des cellules apoptotiques (Melcher et al., 1998; Srivastava, 2002).

Le cyclophosphamide (CP) est un agent alkylant dérivé du gaz moutarde ayant un effet |étal
sur les cellules en prolifération et génére les signaux de mort décrits ci-dessus (Vacchelli et
al., 2012). Ses propriétés ont conduit a son utilisation dans le traitement de cancer tels que
les leucémies, les lymphomes et les tumeurs solides (Dudley et al., 2002; Mitchell, 2003. Le
CP est également utilisé dans le traitement de certaines maladies auto-immunes comme le
lupus érythémateux disséminé et l'arthrite rhumatoide {Weiner, 2002 #668) ou en
combinaison avec d’autres principes actifs dans le conditionnement des receveurs avant

transplantation et post allo-greffe dans la prévention de la GVHD (Luznik et al., 2010). A
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forte dose (400-500mg/kg) le CP provoque une immunosuppression sévere et peut étre
utilisé dans le traitement de maladie autoimmune comme la sclérose en plaque (Weiner and
Cohen, 2002). A I'opposé, 'administration de faibles doses (10-125mg/kg) stimule fortement
le systeme immunitaire (Antonarakis and Carducci, 2010; Matar et al., 2002; Medina-
Echeverz et al., 2011). Ainsi, de nombreuses études ont montré que le CP peut stimuler
I'immunité innée et adaptative anti tumorale: [1] Le groupe de Enrico Proietti a montré que
I'effet immuno-stimulant peut étre déclenché par la production d’INFs de type | et
I’augmentation du nombre de LTs mémoire (Schiavoni et al., 2000). [2] Salem et al ont décrit
un effet anti-tumoral du CP par sa capacité a augmenter la réponse immunitaire spécifique
et son effet synergique lors de sa combinaison avec le transfert adoptif de LTs CD8
spécifique d’une tumeur (Salem et al., 2007). [3] Le groupe de Blankeinstein a démontré que
I’'administration de CP induit un changement phénotypique des TAMS M2 (producteurs d’IL-
10) en TAMs M1 (producteurs d’INFy) (Ibe et al., 2001). [4] Bien que les mécanismes
d’actions précis ne soient pas connus, les effets du CP ont aussi été associés a ses propriétés
lymphoablatives (Dudley et al., 2002; Greenberg et al., 1985). Certains ont décrit le CP
comme ciblant spécifiguement les populations immuno suppresssives comme les LT
régulateurs (Ghiringhelli et al., 2007; Lutsiak et al., 2005; North, 1982) et les MDSC
(Berraondo et al., 2007). [5] Plus récemment, il a été montré que le CP favorise la
différenciation de LT helper CD4 producteur d’IL-17 soutenant la réponse TH1 (Viaud et al.,
2011). [6] D’autres groupes ont montré que le CP améliore I'activité anti-tumorale par
induction de I'expansion de DCs a capacité de présentation croisée améliorée et/ou activité
suppressive diminuée (Nakahara et al., 2010; Salem et al., 2009; Schiavoni et al., 2011). [7]
L’administration de CP induit une déplétion transitoire des cellules myéloides suivie d’une
reconstitution massive et d’'une mobilisation des monocytes et des cellules granulocytaires
de la moelle osseuse vers la périphérie (Levesque et al., 2002; Salem et al., 2010). A I'aide de
souris déficientes en interféron de type 1 et pour le CD11b, le groupe du Dr Cole a montré
qgue I'effet anti tumoral induit par le CP était entre autre dépendant des cellules myéloides
reconstituées et des INFs (Salem et al., 2007). De plus, ces expériences ont permis
d’associer I'effet anti-tumoral a la production D’'INFa, d‘IL-6 et de CCL2. La figure 24
récapitule les mécanismes immuno-modulateurs du CP. Ainsi, Le CP fait intervenir différents
acteurs dont les cytokines, les CKs, les lymphocytes et les monocytes impliqués dans le

développement tumoral.
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Figure 24 : Mécanismes immunomodulateurs du cyclophosphamide

Le CP peut stimuler le systeme immunitaire anti tumoral par différents mécanismes (de
gauche a droite) : [1] par 'augmentation de I'expression des molécules de classe | sur les
cellules tumorales. [2] par I'activation de LTs CD4" producteur d’IL-17 soutenant la réponse
Th1. Il déclenche la production d’INFs de type | favorisant la réactivation des DCs. [3] par la
déplétion de cellules immunosuppressives MDSCs et LTreg. [4] par I'inhibition de cytokines
immunosuppressives ou pro th2. D’apres (Galluzzi et al., 2012).
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Dans le cadre de mon travail de these, je me suis plus particulierement intéressé aux

mécanismes de mobilisation des monocytes médullaires apres chimiothérapie par le CP.

En effet, nous avons mis en évidence dans un modéle tumoral une association entre la
reconstitution monocytaire et 'amélioration transitoire de la réponse immune anti-tumorale
aprés traitement par le CP. Connaissant l'impact des populations myéloides sur la
progression tumorale, la compréhension des mécanismes qui gouvernent la reconstitution
monocytaire au cours de la chimiothérapie a une importance capitale dans I'optimisation
des protocoles thérapeutiques dans le cadre du cancer mais aussi au dela dans le cadre
d’autres applications cliniques. Je décrirai donc maintenant les éléments permettant de
mieux appréhender |'origine et le développement des monocytes ainsi que les mécanismes
impliqués dans leur mobilisation et leur différenciation en cellules phagocytiques

(macrophages et DC) dans les tissus.

III Développement et fonctions du systeme monocytaire

Au cours de cette troisieme partie d’introduction, nous nous intéresserons a I'origine et aux
fonctions des monocytes ainsi qu’aux mécanismes régulant leur mobilisation. La moelle
osseuse est I'organe producteur majeur des cellules myéloides. Nous commencerons par
une description de I'organisation fonctionnelle et structurelle de cet organe distribué dans
I'organisme. Afin d’étudier la moelle, nous avons développé un modele explorant la moelle
osseuse cranienne murine par microscopie intravitale qui permet de suivre la mobilité des
cellules hématopoiétiques dans leur environnement. Nous détaillerons ensuite I'ontogénie,
les propriétés fonctionnelles des monocytes ainsi que le réle de deux RCKs (CCR2 et CX3CR1)

dans ces processus.

A La Moelle osseuse

La moelle osseuse est le siege de I’hématopoiése adulte. En situation homéostatique, elle
produit quotidiennement 200 milliards d’hématies, 50 milliards de neutrophiles, 100
milliards de plaquettes. Dans des conditions particulieres, elle peut augmenter
considérablement cette production. C’est le cas lors du processus de régénération initié a la
suite d’un traitement chimiothérapeutique myélosuppressif (ex : cyclophosphamide (Salem

et al., 2010)). La moelle est constituée de deux compartiments. On distingue la moelle rouge
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qui est responsable de I’'hématopoiese comprenant les cellules myéloides et les vaisseaux
sanguins. Le deuxieme compartiment, la moelle jaune, essentiellement constituée
d’adipocytes. Chez I'enfant, la plupart des cavités médullaires sont occupées par la moelle
rouge. Au cours de la croissance d’un organisme, les cavités graisseuses remplacent
progressivement la moelle rouge. Ce phénoméne est nommé involution graisseuse. Elle
s’initie généralement au niveau de la partie médiane (diaphyse) des os longs (figure 26a) et
de certains os plats. A I’'age adulte, seul 50% du volume médullaire est constitué de moelle
rouge. Elle est retrouvée au niveau des os du crane, des clavicules, des vertebres, des cotes,

du sternum, du bassin, des extrémités proximales du fémur et de ’lhumérus.

Structure et fonction de la moelle osseuse

La coupe d’'un os révele en son centre I'os spongieux, c’est sur celui-ci que repose la moelle
(Figure25a-b). L'analyse histologique de I'os spongieux permet d’identifier 4 structures
distinctes, [1] le cadre osseux et les cellules fonctionnelles, [2] le compartiment vasculaire,

[3] le microenvironnement, [4] le parenchyme hématopoiétique

Le cadre osseux et les cellules fonctionnelles
Le cadre osseux est la trame de soutien de la moelle hématopoiétique. Il s’organise en
réseau de lamelle osseuse et est constitué de différentes populations cellulaires
fonctionnelles : [1] Les ostéoblastes, d’origine mésenchymateuse, qui ont pour fonction la
syntheése osseuse notamment par sécrétion de tropocollagénes, de glycoprotéines et de
mucopolysaccharides. Les ostéoblastes sécretent également des facteurs de croissance
(GM-Csf, IL-1, TGFPB). [2] les ostéocytes sont des ostéoblastes séquestrés dans des cavités
(ostéoplastes) le long de la matrice extracellulaire osseuse. [3] Les ostéoclastes sont issus
des cellules souches hématopoiétiques dérivées de la lignée monocytaire. Ils expriment le
Csf1R (Colony Stimulating Factor 1 Receptor), le RCK CX3CR1 et RANKL (Receptor of nuclear
factor kappa B (NF-kB) ligand) (Ishii et al., 2009; Teitelbaum, 2000). lls assurent la résorption

osseuse par sécrétion d’acide organique et d’enzyme protéolytique.
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Le compartiment vasculaire

L'artere nourriciere de la moelle osseuse traverse I'os spongieux ou elle se ramifie en
artérioles ascendantes et descendantes qui se dirigent vers la périphérie de I'os et se
résorbent en capillaires sinusoides. Les capillaires sinusoides artériels vont se connecter aux
capillaires sinusoides veineux qui a leur tour, rejoignent des veines collectrices aboutissant
au sinus veineux central. (Figure 25b-c).

Les capillaires sinusoides sont constitués d'une seule épaisseur de cellules endothéliales,
sans membrane basale. Ces cellules constituent la barriere médullo sanguine et régulent la
libération et la rétention des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) et des cellules
myéloides matures. Elles sont caractérisées par I'expression du CD31, du CD34, des
molécules ICAM-1, VCAM-I|, et la E selectine. De plus, elles sécretent de nombreux facteurs
de croissance comme le SCF, le G-Csf, le GM-Csf, le M-Csf, I'lL-1, I'IL-6 qui participent a

I’'hématopoiése.

Le microenvironnement médullaire myéloide
Le microenvironnement myéloide est un ensemble de cellules et de facteurs extracellulaires
qui assurent aux HSCs le maintien de leur propriété d’auto-renouvellement et de
différenciation. On peut définir le microenvironnement comme un tissu composé de cellules
d’origine hématopoiétiques et mésenchymateuses secrétant des molécules de structure
(matrice extracellulaire) et des cytokines permettant ['établissement de niches
hématopoiétiques fonctionnelles. Ainsi, les molécules de structures interviennent dans
I'adhérence des précurseurs hématopoiétiques au stroma et dans la fixation de cytokines
(GM-Csf, I'IL-3 et le TGFB). Les cellules mésenchymateuses du microenvironnement, quant a
elles, contrélent la sécrétion de cytokines, participent a la rétention, la prolifération, la
maturation et la libération des cellules hématopoiétiques (Lazennec and Richmond, 2010;
Shi et al.,, 2011). Le microenvironnement myéloide est également constitué de cellules
d’origine hématopoiétique. Parmi elles les macrophages sont connus pour posséder des
fonctions essentielles au maintien de I’homéostasie médullaire. En effet, lls sont nécessaires
a la maturation des cellules hématopoiétiques, en particulier des érythroblastes ou ils
occupent le centre des flots érythroblastiques permettant notamment |'énucléation du
noyau (Hanspal and Hanspal, 1994; Soni et al., 2006). De plus, ils sont impliqués dans la

rétention des HSCs (Chow et al., 2011).
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Figure 25: Composition et organisation de la moelle osseuse

a) Schéma d’un os long contenant dans sa partie médiane (diaphyse) de la moelle jaune et au niveau de ses
extrémités (épiphyses) au sein d’os spongieux de la moelle rouge fonctionnelle. b) Schéma modifié d’une
coupe d’un os représentatif de I'anatomie de I'environnement médullo-osseux. (Schéma modifié issu de:
http://www.larousse.fr/encyclopedie/medical/0s/15009). c) Schéma descriptif des anastomoses entre le
réseau de sinusoides artériels et veineux.
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Le parenchyme hématopoiétique
Le parenchyme est la structure contenant les éléments fondamentaux de la moelle rouge. Il
repose sur les cellules stromales et contient les précurseurs et les cellules matures des

lignées myéloides et lymphoides (Figure 26).

Parenchyme
hématopoiétique

Adipocyte

veineux
central

Figure 26: Parenchyme hématopoiétique médullaire
Schéma de coupe histologique du parenchyme qui illustre la localisation des cellules
hématopoiétiques, des adipocytes ainsi que la proximité avec le réseau vasculaire.
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Etude morphologique et fonctionnelle de la moelle osseuse par
imagerie dynamique

La cavité médullaire, de par son role central dans I’"hématopoiéese et dans la distribution des
cellules en périphérie, a suscité de nombreuses études dans des domaines comme
I’'hématologie et I'immunologie. L'immuno-histologie a été utilisée pour définir et analyser
les différentes structures et zones de la moelle osseuse. Cependant, cette approche fournit
une vision statique de l'organe et ne permet pas I'étude de la mobilité des interactions
cellulaires au sein du tissu ainsi que des échanges entre les différents compartiments qui
pourtant sont au coeur de [l'activité fonctionnelle de la moelle osseuse. La vidéo
microscopie, en revanche, permet d’étudier la mobilité, I'adhésion cellulaire ainsi que
I'interaction entre deux cellules. Jusqu'a récemment, ce genre d’information était issu de
systéme in vitro. Le développement des techniques d’imagerie intravitale, notamment par
I'utilisation de microscope biphotonique, permet, d’une part, de visualiser la structure
tridimensionnelle d’un organe et, d’autre part, d’'imager les cellules d’intérét dans leur

environnement naturel (Figure 27).
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Figure 27 : | Imagerie et modélisation du systeme médullaire calvarien

(A) Modele de rotation tridimensionnelle des ostéoblastes et du systeme vasculaire médullaire.
Osteoblaste (vert) réseau vasculaire (rouge. (B) Superposition (x,y) des images de la matrice
osseuse (bleu), des ostéoblastes (vert) et du réseau vasculaire acquis simultanément en
microscopie biphotonique. Echelle 50um. D’apres (Ishii et al., 2010).

: collecting‘'venuld
collecting venule ma i

/ - \ ‘

sinusoid

bone

Figure 27 : Il imagerie intravitale biphotonique de la moelle calvarienne (souris CX3CR1 ¥"/¢")

(A) Structure de la cavité médullaire. La matrice osseuse est révélée par la seconde harmonique
et apparait en bleu, la microvasculature (rouge) visualisée par administration i.v de dextran
conjugué au tex-red. Autour des sinusoides le dextran pénétre le parenchyme par fuite du
colorant au niveau de la barriére endothéliale. (B) Les cellules CX3CR1-EGFP" apparaissent en
vert. Les fleches, les motifs + et astérisques indiquent les cellules a la surface osseuse, dans le
parenchyme et veinules collecteurs respectivement. (C,D) Champs similaires d’expositions de la
cavité osseuse (bleu), du réseau vasculaire (rouge) et des cellules CX3CR1-EGFP" (vert). Les
cellules résident dans les différents compartiments médullaires, a savoir les cellules de la cavité
osseuse, les cellules du parenchyme autours des veinules collecteurs, et les cellules du
parenchyme autour des sinusoides. Echelle 70um. D’apres (Lo Celso et al., 2009).
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Anatomie du réseau médullaire de I'os cranien
L'imagerie intravitale de la moelle de l'os cranien comporte deux avantages majeurs
comparés a l'os fémoral : [1] elle peut étre réalisée facilement par son accessibilité aisée
avec une chirurgie légére et donc une inflammation systémique réduite. [2] La faible
épaisseur de I'os cranien permet une pénétration du tissu sans abrasion préalable et donc
entrainant de moindres perturbations physiologiques et architecturales du tissu étudié.
L’exploration de la moelle osseuse cranienne par imagerie intra vitale a été réalisée, pour la
premiere fois, par le groupe de von Adrian (Mazo et al., 1998). Cette étude a permis une
description précise du réseau médullaire. La moelle osseuse a été imagée au sein de |'os plat
au niveau de la région parasagittale (figure 28A). Il est possible d’imager dans cette zone le
parenchyme médullaire mais plus difficilement les sinusoides. Le réseau vasculaire est en
effet plus facilement observable au niveau fronto-pariétale de par une structure osseuse

moins dense.

L'imagerie du réseau médullaire a permis la caractérisation de sa structure vasculaire (Figure
28A-B). On distingue : [1] le sinus central longitudinal (SCL) qui est localisé au niveau de la
suture sagittale supérieure (Figure 28A), [2] un réseau de vaisseaux larges, les sinus de
collectes (SCs) qui alimentent le sinus sagittal (situé le long de la suture sagittale), [3] les
sinusoides qui alimentent les SCs par I'intermédiaire de veinules post sinusoidales (VPSs), [4]
les veinules intermédiaires (VIs) constituées de nombreuses ramifications et [5] les veinules
allongées (VAs) composées de quelques ramifications sans contact apparent avec la cavité
médullaire. Les VIs et les Vas sont issus de |'os pariétal et alimentent également les SCs. Il est
important de noter que le flux sanguin dans les sinusoides, les Vis et les VAs, est tres
variable. Le réseau capillaire parasagittal situé entre le haut de I'os pariétal et I'os frontal
(Figure 28A) est caractérisé par un flux sanguin faible et tres variable. Cette zone, le plus
souvent obscurcie, semble contenir un parenchyme enrichi en érythrocytes (Figure 28B)

(Mazo et al., 1998).
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Figure 28 : Histologie et anatomie de I'os cranien murin.

(A)Gauche. Les sutures et I'os sont représentés schématiquement, le rectangle au niveau de la région
fronto pariétale indique la zone typique qui contient la micro-vascularisation révélée par injection de
rhodamine dextran-FITC (150 KDa). A (milieu). (1) sinus de collectes situé au niveau de I'os pariétal
paralléle a la suture coronale. (2) Sinus sagittal. (3)Réseau de sinus pariétal constitué de veinules
intermédiaires et de veinules allongées. (4) veinules post sinusoidales. (7) réseau dense de capillaires
parasagittales. (B) Droite. La photo montre le réseau vasculaire. (R) accumulation de rodhamine dans
la région parasagittale de I'os frontal et pariétal et au niveau des sinusoides et de quelques veinules.
Echelle 100um. D’apres (Mazo et al., 1998)

Figure 29 : Marquage intra vasculaire des molécules d’adhésion

Marquage immuno-fluorescent in vivo révélateur des molécules d’adhésion (PECAM,
ICAM-1, VCAM1 et P selectine) et de CXCL12 (=SDF1) au sein des sinus médullaires de
I'os cranien. Ce montage d’image révele I'expression restreinte de CXCL12 a la région
parasagittale comparé a I'expression diffuse des molécules d’adhésion. D’apres (Sipkins
et al., 2005).

82



Chimiokines et molécules d'adhésion dans la moelle osseuse
Les chimiokines et les molécules d’adhésion jouent un réle important dans le maintien de la
cohésion fonctionnelle de la moelle osseuse. Des études descriptives de la moelle du crane
a I'aide de techniques d’imagerie in vivo et de marquages immuns in situ ont permis la mise
en évidence de zone de production de chimiokines et de molécules d’adhésion (Sipkins et al.,
2005). CXCL12 est exprimé au niveau du réseau vasculaire parasagittal (le long de I'os frontal
et de I'os pariétal). De plus, les auteurs de cette étude ont montré que les HSCs localisent
dans ces micro-domaines d’expression de CXCL12. ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 et la P-
selectine tapissent le systeme vasculaire médullaire alors que la E-selectine est exprimée

selon le méme profil que CXCL12 (Figure 29).
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B Les monocytes

Les monocytes appartiennent aux cellules du systeme phagocytaire, ils peuvent également
étre d’origine médullaire ou splénique (Gordon and Taylor, 2005; Leuschner et al., 2012;
Robbins et al., 2012; Shi and Pamer, 2011; Swirski et al., 2009). lls participent aux fonctions
de surveillance en situation homéostatique et a la résolution de la réponse inflammatoire
(Geissmann et al., 2010). lls permettent le déploiement de défenses immunitaires dans la
lutte contre les agents pathogenes comme les bactéries et les virus (Cros et al., 2010; Shi and
Pamer, 2011), mais sont aussi impliqués dans de nombreuses pathologies inflammatoires
telles que les maladies auto-immunes, |'athérosclérose et comme nous l'avons vu
précédemment le cancer (Biswas and Mantovani, 2010; Combadiere et al., 2008; Fife et al.,
2000). Les monocytes portent des caractéristiqgues morphologiques communes chez
I’'homme et la souris. La coloration MGG décrit des cellules de formes irréguliéres possédant

un noyau ovale, des vésicules cytoplasmiques et un ratio cytoplasme /noyau élevé.

Ces derniéres années, la caractérisation des monocytes a fait I'objet de nombreuses
investigations, notamment grace au développement de souris transgéniques exprimant des
protéines de fluorescence sous le controle de promoteurs importants dans la différenciation

des populations monocytaires (Jung et al., 2000; Ovchinnikov et al., 2008).
Origine et différenciation des monocytes

Ontogénie des monocytes
Les monocytes proviennent de la différenciation des HSCs médulaires. Les HSCs murines
sont caractérisées en cytométrie de flux par I'absence d’expression des marqueurs de lignée
leucocytaire (CD45), lymphoides (CD3, CD19, CD45, NK1.1, DX5), érythrocytaires (TER119) et
myélocytaire (CD11b, Grl) et par I'expression du CD34%, CD117%, flt3*", SCA1*, (Chow et al.,
2011). La différenciation des HSCs va engendrer un progéniteur myéloide commun (CMP)
essentiellement différenciable des HSCs par la perte d’expression du marqueur SCA1 (lin-,

CD34%, C117%, flt3*", SCAL).

Le CMP se différencie en myéloblaste (GMP) capable d’engendrer les neutrophiles et les
monocytes. Le GMP est caractérisé par |'expression des antigénes de surface CD34°,

CD16/32". Le GMP se différencie en précurseur myéloide (MDP/CDP) commun aux

84



monocytes, macrophages, précurseurs de cellules dendritiques (CDC) et cellules
dendritiques plasmacytoides (PDCs). Il est caractérisé par [I’expression des marqueurs
CX3CR1*, CD117"%, Csf1R* (M-CsfR), FLT3". Il ne posséde plus la capacité de différenciation

en neutrophiles. (Auffray et al., 2009a) (Figure 30).

HSC (o\V/] Monocytes
©— ® — ‘ — @ — © <
Lin- Lin- Lin- Lin-

CD34+ CD34+ CD34+ CD117'owW

CD117+ CD117+ CD16/32+ CX3CR1+

SCA1l+ Flt3+/- CD115+

FLT3+/- SCA1- FLT3+

CXCR4

Figure 30 : Origine et différenciation des monocytes

Les monocytes sont issus de la différenciation de cellules souches hématopoiétiques. La figure
schématise les différents stades de différenciation phénotypiques de ces précurseurs. HSC= cellules
souche hématopoiétique, CMP= précurseur myéloide commun, GMP= précurseur granulo-
monocytaire, MDP= précurseur myéloides commun aux monocytes, macrophages(M@) et cellules
dendritiques (DC).

Cytokine et développement monocytaire
La différenciation des HSCs en monocytes est essentiellement dépendante du facteur de
croissance M-Csf. En effet, les souris déficientes pour le gene du M-Csf ou son récepteur
Csf1R présentent un nombre de monocytes sanguins considérablement réduit (Cecchini et
al., 1994; Dai et al., 2002; Wiktor-Jedrzejczak and Gordon, 1996). L’expression transgénique
du M-Csf au sein de ces souris déficientes rétablit la différenciation monocytaire (Ryan et al.,

2001).

Le CsflR est un récepteur de facteur de croissance exprimé sur les monocytes, les
macrophages, les DCs et leurs précurseurs (MacDonald et al., 2005; Sasmono et al., 2003).
Deux ligands du Csf1R sont connus, le M-Csf (Kawasaki et al., 1985) et I'interleukine 34 (Lin
et al., 2008), tous deux associés au développement de la lignée monocytaire. Comme nous
I’'avons vu I'axe Csf1R représente une cible thérapeutique dans le contexte tumoral (Lin et

al., 2001; Priceman et al., 2010).

D’autres cytokines comme le GM-Csf, FIt3L, la lymphotoxine al2 controlent le

développement et I'homéostasie du réseau des macrophages et des cellules dendritiques
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mais ne semblent pas indispensables au développement des monocytes (Kabashima et al.,

2005; McKenna et al., 2000; Waskow et al., 2008).

Deux sous-populations de monocytes matures se différencient a partir des MDP. lIs se
caractérisent sur la base de I'expression différentielle des marqueurs antigéniques murins

Ly6-C et des RCKs CCR2 et CX3CR1 (Figure 31) (Auffray et al., 2007; Gordon and Taylor, 2005)

et ont des propriétés fonctionnelles propres.

Monocyte

&

Agde §

Ly6-G
Ly6-C

CD11b CD115 CX3CR1

Figure 31 : Phénotype des deux sous populations de monocytes sanguins.
Les monocytes sanguins peuvent étre identifiés en cytométrie de flux par leur expression d’antigenes
de surface. lls sont caractérisés par I'expression du CD11b, du CD115 (Csf1R) et se distinguent des
neutrophiles qui eux expriment en plus le marqueur Ly6-G. Les deux sous types different par leur
expression différentielle des antigénes Ly6-C et de CX3CR1. Ainsi, on distingue les monocytes Ly6-C™&"
CX3CR1°" (rouge) et les monocytes Ly6-C°"/"€, CX3CR1"e" (vert).

’

Caractérisation et propriétés fonctionnelles des monocytes

Monocytes Ly6-Chigh « monocytes classiques ou inflammatoires »

lls sont caractérisés par le phénotype suivant: CD11b", Csf1R, Ly6-Chigh, F4/80, Ly6-G,
CD62L", CCR2Y, CX3CR1"°%.

Les monocytes Ly6-Chigh, CX3CR1"" sont des cellules larges (10-14um). lls représentent la
sous population de monocyte majoritaire lors de la phase précoce du processus
inflammatoire, suite a infarctus du myocarde (Nahrendorf et al., 2007) ou lors d’une
infection (virus, bactérie, champignon) (Shi and Pamer, 2011). Les monocytes Ly6-C"e"
possedent une activité phagocytique, protéolytiqgue et une activité inflammatoire
notamment par le biais de la production de TNFa et d’ll-1. Cette fonction leur a valu leur

appellation de « monocytes inflammatoires ». Apres transfert adoptif, cette population se

86



localise préférentiellement au niveau des tissus enflammés avec une courte durée de vie

(Geissmann et al., 2003).

Propriétés fonctionnelles de monocytes Ly6-Chish et role de CCR2
L’axe CCR2/CCCL2 joue un role crucial dans le recrutement et le trafic des monocytes Ly6-
C"&" au cours d’une infection ou dans le recrutement au niveau d’une lésion inflammatoire
(Serbina and Pamer, 2006; Tsou et al., 2007). Les souris CCR2” sont caractérisées par une

accumulation médullaire des monocytes Ly6-C"e"

. Al'opposé, elles présentent une profonde
déficience de ces cellules dans le sang et les organes lymphoides périphériques (Nahrendorf
et al., 2007; Serbina and Pamer, 2006; Swirski et al., 2009; Tsou et al., 2007). L'expression de
CCR2 est donc associée a la sortie de monocytes de la moelle vers le sang. CCR2 lie plusieurs
CKs (CCL2, CCL7, CCL8, CCL11 et CCL12).Les souris ccL2” et ccL7’” reproduisent
partiellement le phénotype CCR27 suggérant une contribution de ces deux CKs dans le

high

recrutement des monocytes Ly6-C™*" vers les tissus ou la sortie de la moelle (Tsou et al.,

2007). En effet Tsou et al ont montré que CCR2 est requis lors de la phase initiale du

recrutement des monocytes Ly6-Chigh

a un site inflammatoire, alors que Serbina et ses
collegues suggérent qu’il ne soit pas nécessaire au recrutement des monocytes Ly6—Chlgh en

phase tardive (Serbina and Pamer, 2006 36).

D’un point de vue physiopathologique, il a été démontré que les souris déficientes pour
CCR2 ont une susceptibilité d’infection accrue vis a vis de nombreux pathogénes (Listeria
Monocytogenes, Cryptococcus Neoformans, virus de West Nile) (Shi and Pamer, 2011). A
I'inverse, les souris CCR2”" sont protégées dans un certain nombre de pathologies
inflammatoires comme |'athérosclérose (Boring et al., 1998) ainsi que dans un modele
expérimental de sclérose en plaque I'EAE (Experimental Autoimmune Encephalitis) (Fife et

al., 2000). Les monocytes Ly6-C"&"

sont importants dans le processus d’élimination des
pathogenes par phagocytose, ils peuvent se différencier en DCs apres expression du CD11c
et des molécules de classe Il et se comporter comme cellules présentatrices d’antigenes
dans les ganglions drainants participant ainsi a la réponse immunitaire adaptative
(Geissmann et al., 2003). Il a également été démontré que les monocytes Ly6—Chigh
interviennent directement dans le processus d’élimination des débris nécrotiques dans un
modele d’infarctus du myocarde par combinaison de leurs fonctions phagocytique et

protéolytique (Nahrendorf et al., 2007).
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Monocytes Ly6-Clow/- ou « résidents »
lls sont caractérisés par le phénotype suivant: CD11b*, Csf1R*, F4/80%, Ly6-C°", Ly6-G,
CCR2’, CX3CR1™&" LFA-1".

Cette population est caractérisée par une plus petite taille (8-12um), possede une durée de

heh |ls ont

vie plus longue et une expression plus forte de CX3CR1 que les monocytes Ly6-C
été dénommés monocytes résidents de par leur présence dans les tissus enflammés et sains.
On les retrouve présents dans de nombreux organes dont le sang, les poumons, la rate, le

low

foie et le cerveau. L’accumulation des monocytes Ly6-C"~" au sein des tissus est facilitée par
I'expression forte de CX3CR1 (Geissmann et al., 2003). Les monocytes Ly6-C°" répondent au
CX3CL1 qui semble contribuer a leur recrutement précoce dans la rate au cours d’une

infection bactérienne a listeria monocytogenes (Auffray et al., 2009a).

Propriétés fonctionnelles des monocytes Ly6-Clov /- et role CX3CR1
Si de nombreuses fonctions physiopathologiques ont été décrites pour les monocytes Ly6-C

low/- e sont, a ce jour, pas clairement établies. Ils

"iEh Jes implications des monocytes Ly6-C
ont été caractérisés pour leur activité phagocytaire des corps étrangers, sont capables
d’acquérir un phénotype semblable aux cellules dendritiques (CD11c+, CMH de classe ll+) et
d’acquérir les fonctions de cellule présentatrice d’antigene. Ces monocytes sont également
nommés « patrolling » {patrouilleurs} de par leur capacité a parcourir I'endothélium
vasculaire contre le flux sanguin par une mobilité (le crawling) qui est dépendante de LFA-1
et CX3CR1 (Auffray et al., 2007). L’axe CX3CL1/CX3CR1 assure des fonctions importantes des
monocytes Ly6-C'°W/'. Les souris déficientes pour CX3CR1 ou CX3CL1 sont caractérisées par

une diminution des monocytes Ly6-C'°W/'

sanguins ainsi que par une diminution du
«patrolling» des monocytes Ly6—C'°W/' (Auffray et al., 2007). L'axe CX3CL1/CX3CL1 peut
favoriser la prise de greffe des monocytes Ly6-CL°W/'. En effet, le groupe du Dr Geismman a
démontré que la déficience de CX3CR1 affecte la prise de greffe Ly6—C'°W/' dans un modele
de co-transfert adoptif avec des monocytes CX3CR1+, suggérant un role de CX3CR1 dans le
homing ou la survie des monocytes Ly6—C'°W/' (Geissmann et al., 2003). D’autres études ont
confirmé I'implication du couple CX3CL1/CX3CR dans la survie des monocytes. Le couple

CX3CL1/CX3CR1 transmet un signal conduisant a la survie des monocytes Ly6—C'°W/‘ e

n
situation physiologique et inflammatoire (Landsman et al., 2009). Cette survie des

monocytes Ly6-C'°W/' au sein de souris CX3CL1” peut étre rétablie par expression
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transgénique d’'un mutant de la forme membranaire de CX3CL1 mais pas par expression d’un
mutant de la forme soluble, suggérant que seule la forme membranaire joue un role dans ce

processus de survie des monocytes Ly6-C low /- (Kim et al., 2011).

low/-

A La différence des moncytes Ly6-Chigh, les monocytes Ly6-C sont recrutés en phase
tardive dans un modele d’infarctus du myocarde induit par ischémie ou ils produisent du
VEGF (Vascular endothelial growth factor) et pourraient contribuer a la réparation tissulaire
en favorisant 'accumulation de myofibroblastes, I'induction d’angiogénése et la déposition

de collagéne (Nahrendorf et al., 2007).

Relation entre les monocytes Ly6-Chigh et Ly6-C low
S’il y a une relation phylogénique entre les deux populations monocytaires, celle-ci n’a
toujours pas été élucidée. Néanmoins, Sunderkotter et al, par des expériences de déplétion
et de suivi de la reconstitution des populations ainsi que par transfert adoptif, suggérent que

les monocytes Ly6-C"e"

seraient les précurseurs des monocytes résidents (Sunderkotter et
al., 2004). Une fois au sein d’un tissu, les monocytes entament un programme de

différenciation en macrophages ou cellules dendritiques (Figure 32).
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Figure 32 : Potentiel de différenciation des monocytes

Le précurseur des monocytes (MDP) donne naissance a deux populations monocytaires : [1] Les
monocytes Ly6-C"" et [2] les monocytes Ly6-C'°‘”/'. [1] En situation inflammatoire les monocytes Ly6-
C""  ont la capacité de différenciation en cellules dendritiques productrices de TNFa et d’INOS
(TipDCs), en macrophages inflammatoires (inflammatory M®) et en cellules myélosuppresssives
(MDSCS). Bien que les cellules microgliales et cellules de langerhans aient une capacité d’auto-
renouvellement dans certaines conditions leur réservoir peut étre approvisionné par la
différenciation de monocytes Ly6-C"™". Les monocytes Ly6-C™&" peuvent également se différencier en
cellules dendritiques de la lamina propria (CX3CR1 LpDCs). [2] Les monocytes Ly6-°"" quant 3 eux sont
susceptibles de se différencier en macrophages (M®) au sein de tissus enflammés et en macrophage
alvéolaire en situation homéostatique (alveolar M®). Les cellules plus immatures HSCs et MDPs sont
également susceptibles de quitter la moelle osseuse pour se différencier en périphérie dans
différents tissus (fleches en pointillés). Adapté de (Geissmann et al., 2010; Shi and Pamer, 2011).
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Différenciation et plasticité des monocytes

Les monocytes ont longtemps été considérés comme les précurseurs sanguins des
macrophages résidents et des cellules présentatrices d’antigenes tissulaires. En situation
physiologique, il est difficile d’évaluer la contribution des monocytes dans
I'approvisionnement des tissus en macrophages résidents et DCs. De plus, il a été montré
gu’une importante proportion des DCs ne sont pas issus de la différenciation des monocytes
mais auraient une origine lymphoide. Néanmoins, en situation inflammatoire les
macrophages et les DCs seraient d’origine monocytaires (Dunay et al., 2008; Robben et al.,
2005; Shechter et al., 2009). Différentes approches expérimentales de déplétion in vivo des
monocytes ont également permis de démontrer leur capacité de reconstitution des cellules
de Langerhans de la peau (Ginhoux et al., 2006), des cellules microgliales (Mildner et al.,
2007) et des phagocytes CX3CR1™" de la lamina propria intestinale (Varol et al., 2009)
(Figure 33). Ainsi la différenciation des monocytes est déterminée par la composante en
élément pathogene et facteur inflammatoire du milieu rencontré par les cellules (Serbina et
al., 2008). In vitro, la différenciation des monocytes peut étre contrélée par les cytokines. En
effet, la présence de GM-Csf et d’ll-4 induit une différenciation unilatérale des monocytes
murins et humains en DCs quel que soit leur sous type (Sallusto and Lanzavecchia, 1994).
L’addition de TGFB1 confére un phénotype proche des cellules de Langerhans (Geissmann et
al.,, 1998) tandis que I’exposition des monocytes au M-Csf induit leur différenciation en

macrophages.

Différenciation en DCs
Les DCs d’origine monocytaire possédent des propriétés communes aux DCs d’origine
lymphoides. Les monocytes recrutés sur un site inflammatoire s’activent et maturent via
I'apport de facteurs stimulants comme le TNFa, les INFs et le LPS. La maturation se
caractérise phénotypiquement par la perte d’expression de RCKs inflammatoires et par
I’expression de CCR7, le récepteur de CCL19 et CCL21 constitutivement exprimé au niveau
des organes lymphoides secondaires. Ces caractéristiques permettent aux cellules
dendritigues matures de migrer vers les organes lymphoides secondaires ou elles vont
pouvoir initier la réponse lymphocytaire T spécifique d’antigene. Cependant, les DCs
d’origine monocytaire sont capables de présenter des antigénes mais ont une capacité de

cross présentation limitée comparée au DCs d’origine lymphoide (Banchereau and Steinman,
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1998). De facon intéressante, CX3CR1 est exprimé tout au long de la différenciation des
cellules dendritiques issues de précurseurs myéloides et favorise leur développement en
situation physiologique (Lyszkiewicz et al., 2011). Lyszkiewicz et al suggerent dans cette
étude que CX3CR1 fournirait les signaux nécessaires a la survie des cellules ou leur

permettrait d’accéder a des niches spécifiques d’organes.

Différenciation en macrophage
Les monocytes recrutés au sein des tissus sont capables de se différencier en macrophages.
L'analyse transcriptionnelle des monocytes infiltrant le péritoine en réponse a une infection

par Listeria monocytogenes indique que les monocytes Ly6-C low/-

initient un programme de
différenciation proche de celui décrit pour les macrophages de type M2 ou « alternatively-
activated- macrophages » qui impliquerait des fonctions dans la réparation tissulaire et
angiogénese ainsi que des propriétés anti-inflammatoires. A I'inverse, dans le méme modele,

hEh initialisent un programme de différenciation pro inflammatoire

les monocytes Ly6-C
classique proche de celui des macrophages de type M1 ou des Ti PDC. (PDCs productrices de
TNFa et D’iNOS) (Martinez et al., 2009). La suggestion que les sous populations de
monocytes soient destinées a des fonctions distinctes et prédéfinies par des caractéristiques
de type M1 ou M2 contredit la notion générale de plasticité. En effet, le concept de plasticité
repose sur l'idée qu’une cellule se polarise et /ou se différencie en fonction de son micro

environnement. Ce concept est fortement associé aux effets induits des cytokines sur les

monocytes in vitro.

Environnement cytokinique et polarisation monocytaire
Les combinaisons de cytokines (M-Csf+INFy ou M-Csf+LPS) orientent les monocytes vers une
différenciation de type M1. Les macrophages M1 (ou cellules activées classiquement) se
comportent comme des sentinelles, ils possédent une activité anti bactérienne, anti
tumorale, produisent une grande quantité de TNFa, de monoxyde d’azote (NO), de ROS
(Reactive Oxygen Species) et activent la réponse immunitaire par la production de cytokines
telle que I'll-12) (Mantovani et al., 2007; Martinez et al., 2009). Les macrophages de types
M1 produisent de I'lL-12 et I'IL-23. Ces cytokines induisent la polarisation lymphocytaire vers

un profil Th1 (Mantovani et al., 2002; Martinez et al., 2009; Verreck et al., 2004).
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En revanche, les monocytes peuvent étre différenciés en diverses populations de
macrophages de type M2 lorsqu‘ils sont stimulés avec de L'IL-4 et de L’IL-13 (M2a), avec des
complexes immuns ou des ligands de TLR (M2b), ou en présence d’IL-10 (M2c) (Mantovani et
al., 2004b). Les macrophages de type M2 sont caractérisés par la production d’IL-10"", d’IL-
12", d’IL-1ra"&" d’IL-1 decoyR™®", par la secrétion de CKs CCL17 et CCL22, 'expression de
récepteurs au mannose et de récepteurs dits « scavenger », par une faible capacité de
présentation antigénique et par la promotion de la cicatrisation. D’autre part, ils favorisent
I’élimination des débris, le remodelage des tissus |ésés. Les macrophages de type M2
pourraient aussi jouer un role dans la résolution de I'inflammation par élimination des débris
par endocytose et par la synthése de facteurs trophiques comme les TGFB (Martinez et al.,
2009). De plus, ils controlent la réponse inflammatoire en inhibant les fonctions associées
au macrophage M1 (Condeelis and Pollard, 2006; Mantovani et al., 2004a; Martinez et al.,
2009; Pollard, 2009). La perte de I'équilibre dans le nombre des cellules de type M1 et M2
peut aboutir a des processus pathologiques. L'exces d’activation M1 pourrait en effet induire
des maladies inflammatoires chroniques tandis que I'excés d’activation M2 pourrait
promouvoir une immuno suppression importante (Condeelis and Pollard, 2006; Mantovani

et al., 2004a) (Figure33).
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Figure 33 : Polarisation des macrophages

Les macrophages constituent une population cellulaire trées hétérogene qui peut étre divisée
schématiquement en deux catégories M1 et M2. Les monocytes sanguins qui sont mis en contact de
LPS et d’'INFy se polarisent en macrophages M1 (activation classique). lls produisent de hauts
niveaux d’IL-12, IL-1, IL-23, TNFa, et CXCL10. lls possedent une activité anti bactérienne et anti-
tumorale. lls produisent des ROS et peuvent se comporter en cellules présentatrices d’antigenes. En
revanche, quand les monocytes se différencient en présence d’IL-4, d’IL-13, d’IL-10, ou de
corticostéroides, ils se polarisent en macrophages M2 (activation alternative) et produisent des
molécules telles que I'lL-10, CCL17, CCL22, I'IL-1Ra, et I'IL-1R decoy. Les macrophages M2 sont des
agents de réparation de I'hote : ils éliminent les débris cellulaires, ils participent au remodelage et a
la cicatrisation de tissus endommagés. Au sein de la masse tumorale, ils exercent des fonctions
similaires en favorisant la croissance tumorale. De plus, ils controlent la réponse inflammatoire en
inhibant la réponse de type M1 et I'immunité adaptative. D’apres (Solinas et al., 2009).
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Caractérisation des monocytes humains

Chez ’'homme, trois sous populations de monocytes sanguins ont été identifiées. Elles sont
définies par I'expression du CD14 et du CD16 (FcyRIlIA+). Comme pour leurs homologues
murins, elles peuvent également étre caractérisées par I'expression de CCR2 et CX3CR1

(Auffray et al., 2009b).

Les monocytes CD14+CD16- CCR2+ CX3CR1low
Les monocytes « non classiques » représentent environ 90% des monocytes sanguins. lls
produisent de I'lL-6, de I'lL-8, mais également des CKs, CCL2 et CCL3 en réponse au LPS in
vitro. A la différence de leurs homologues murins (monocytes Ly6-C""), ils produisent de
IIL-10 plut6t que du TNFa et de I'INFy (Ancuta et al., 2003; Cros et al., 2010; Geissmann et
al., 2003; Weber et al., 2000; Ziegler-Heitbrock et al., 1992).

Deux autres sous populations de monocytes CD16* CX3CR1 "&" CCR2'°" (Ancuta et al., 2003;
Geissmann et al., 2003; Weber et al., 2000) sont caractérisées par des fonctions différentes

(Grage-Griebenow et al., 2001).

Monocytes CD14+CD16+* CX3CR1high CCR2low
Les monocytes « classiques » expriment également les récepteurs Fc CD64 et CD32 et
possedent une activité phagocytaire. lls produisent de I'lL-6, du CCL3, du de TNF-a et de I'IL-
1 en réponse au LPS in vitro (Auffray et al., 2009b), mais ne produisent pas de ROS (Cros et
al., 2010). De par leur capacité a sécréter du TNF-a et de I'lL-1, les monocytes CD16+ ont
anciennement été dénommés monocytes pro inflammatoires (Belge et al., 2002; Ziegler-
Heitbrock, 2000). En effet, plusieurs études ont montré que ces monocytes sont retrouvés
en grand nombre dans le sang de patients qui souffrent de pathologies inflammatoires
aigués (Mizuno et al., 2005) et de maladies infectieuses (Fingerle-Rowson et al., 1998; Horelt
et al., 2002). Néanmoins, les monocytes CD14", CD16" sont également producteurs d’IL-10 &

la suite d’une stimulation LPS in vitro (Cros et al., 2010; Skrzeczynska-Moncznik et al., 2008).

Monocytes CD144mCD16* LFA-1+
Les monocytes « patrouilleur »représentent environ 7% des monocytes sanguins. Ces
monocytes expriment un faible niveau de CD14, ils expriment le CD16 et pas d’autres
récepteurs Fc. lls produisent constitutivement I'IL-1RA antagoniste du récepteur a I'lL-1. lls

ne possedent qu’une faible activité phagocytique comparés aux monocytes CD14+ CD16- et
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ne produisent pas de ROS, pas de TNFa, ni d’ll-1 en réponse au LPS (Skrzeczynska-Moncznik
et al., 2008). Ils produisent globalement peu de cytokines inflammatoires par stimulation au
LPS (CD 14/TLR4) ni par stimulation via les TLR1 et TLR 2. Néanmoins, ils sont capables de
sécréter du TNF-a, de I'lL-1 et du CCL3 en réponse au virus, ou motifs CpG via une activation
spécifique du TLR7. De la méme maniere, leurs homologues murins (patroling Monocyte
Ly6-C'°W/') répondent mieux a une stimulation du TLR7 qu’a une stimulation LPS suggérant un

degré de similitude inter-espéce (Cros et al., 2010).

Les nombreuses dénominations des monocytes entre les especes murine et humaine
peuvent porter a confusions dans la reconnaissance des différents sous types. Néanmoins,
I’analogie des populations monocytaires entre la souris et I'homme sur la base des RCKs

rend relativement relevant I’étude de ces sous populations.
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IV Objectif de la these

La chimiothérapie est une approche conventionnelle dans le traitement du cancer. Au dela
de l'effet toxique des différentes drogues sur les cellules tumorales, de plus en plus de
travaux décrivent des effets bénéfiques ou délétéres de ces thérapies sur les cellules du
systeme immunitaire.. De nombreux travaux montrent que les populations d’origine
myéloides monocyte/macrophage et cellules dendritiques, sont largement responsables de
la promotion de la croissance tumorale ainsi que de I'immunosuppression de la réponse
immune spécifique. Si les chimiothérapies semblent affecter les populations myéloides dans
la tumeur permettant ainsi de rompre la barriére immunosuppressive, cet effet n’est le plus
souvent que transitoire probablement d0 au renouvellement rapide des populations

myéloides.

Nous avons ainsi pour hypothése qu’une intervention pharmacologique sur la mobilisation
monocytaire pourrait améliorer ['efficacité des chimiothérapies en limitant [Ieffet

immunosuppresseur du microenvironnement.
Les objectifs de ma thése ont donc été de caractériser :

1-U'impact de la chimiothérapie anti-tumorale sur les populations myéloides. Nous avons
porté plus particulierement notre attention sur les macrophages et cellules dendritiques
associés a la tumeur de par leur forte représentation dans le micro environnement tumoral.
Nous avons cherché a comprendre les mécanismes immunosuppressifs dépendant de ces
cellules apres chimiothérapie (CP) au sein de la tumeur dans un modele de fibrosarcome
(MCA-OVA suivi d’un transfert adoptif de LT-OT1 spécifique de I'antigéne OVA). Etant donné
I’effet du CP sur I'activation et la prolifération transitoire des LTs spécifiques de la tumeur
nous avons voulu évaluer I'impact du CP sur les cellules myéloides associées a la tumeur et
constater que le CP impactait fortement les TAMs et faiblement les TuDCs. Au regard de
I'importance des cellules dendritiques dans I'activation des LTs, nous avons étudié les
interactions de cette population par imagerie bi-photonique de tumeurs explantées issues
de souris CD11c-YFP traitées par le CP et par un transfert adoptif de LTs OT1 fluorescents
(CFP ou Dsred). Nous avons montré que les TuDCs piegent les LT OT1 suggérant un réle

immunosuppresseur de ces cellules.
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2-Les mécanismes chimiokiniques impliqués dans la mobilisation monocytaire au cours de la
chimiothérapie. Etant donné I'impact du CP sur le compartiment monocytaire, nous avons
voulu déterminer le réle des RCKs CCR2 et CX3CR1 dans la dynamique de mobilisation et de
reconstitution monocytaire. Pour ce faire, nous avons décidé d’étudier le comportement des
monocytes au sein de souris déficientes pour les genes de CCR2 et CX3CR1. Au regard de

heh Ju sein des souris déficientes

I’augmentation de la mobilisation et des monocytes Ly6-C
pour CX3CR1, nous avons décidé d’étudier plus précisément I"axe CX3CL1/CX3CR1 suite a
I’'administration de CP. Les perturbations de I'expression de CX3CR1 sur les monocytes et de
CX3CL1 sur les cellules médullaires endothéliales et stromales ainsi que de la diminution de
I'adhérence dépendante de I'axe CX3CL1/CX3CR1 ex vivo nous ont conduits a étudier la
dynamique de la reconstitution monocytaire médullaire par imagerie intra-vitale. Nous

avons déterminé le rbéle de CX3CR1 dans la mobilité et le confinement médullaire des

cellules monocytaires a I'aide de souris déficientes et d’un inhibiteur de CX3CR1.

La compréhension de ces phénomeénes devrait nous permettre de comprendre les raisons de
certains échecs thérapeutiques liés a I'environnement immunosuppressif généré par les
cellules myéloides et de proposer des approches de traitements complémentaires axés sur la

mobilisation des cellules myéloides.
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Résultats

1-Impact de la chimiothérapie anti tumorale sur les populations myéloides.
Au début de ma thése, j'ai participé a la conclusion d’un travail de recherche consistant a
comprendre les mécanismes immunosuppressifs dépendant des cellules myéloides de la

tumeur apres chimiothérapie.
Principaux résultats

Nous avons développé et utilisé un modéle expérimental de tumeur ectopique dans lequel
la masse tumorale se développe en moins d’une semaine a partir de l'inoculation en sous-
cutané de cellules issues d’un fibrosarcome murin exprimant un antigéne tumoral modele
(ovalbumine) (MCA-OVA). Ce modeéle est reconnu pour permettre le développement d’un
environnement tumoral particulierement immunosuppressif. En effet, contrairement a
certains modeles de transplantation de tumeur, le transfert adoptif de lymphocytes T CD8
naifs spécifiques de l'antigéne tumoral (OVA) induit ne permet pas le controle de la
croissance tumorale (article 1, figure 1A) suggérant un environnement immunosuppressif

important (Boissonnas et al., 2010; Zeelenberg et al., 2008).

Afin de réduire les potentialités immunosuppressives de I'environnement et de permettre
au systeme immunitaire de développer une réaction immune anti-tumorale, les souris sont
traitées avec un agent chimiothérapeutique, le cyclophosphamide (CP) 3 jours avant le
transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques de OVA (article 1, figure 1A). Le traitement
augmente |'activation des LTs OT1 qui est caractérisée par une capacité de production d’INFy
augmentée apres re-stimulation in vitro et une prolifération augmentée des cellules issues
du ganglion drainant la tumeur (article 1 figure supplémentaire 1). Le traitement conduit
également a une augmentation de la capacité de production d’INFy apres restimulation in
vitro des LTs OT1 issus de la tumeur (article 1, figure 1D) ainsi qu’a une augmentation de
Iinfiltration des LTs OT1 dans la tumeur par rapport aux souris contrdles (article 1, figure
1C). Cependant, le traitement n’aboutit qu’a un contrdle transitoire de la tumeur par les
cellules T (article 1, figure 1B). De plus le pourcentage des LTs OT1 capables de produire de
I"IFNy diminue au cours du temps ce qui suggére une induction de tolérance (article 1, figure

1D).

99



Nous avons pu montrer par imagerie en temps réel que, dans la tumeur, les cellules
dendritiques tumorales (TuDC) définies par I'expression du CD11c au sein de souris CD11c-
YFP s’organisent en un réseau relativement dense et interconnecté et que le traitement
chimiothérapeutique avait peu d’effet sur ce réseau (article 1, figure 2). Néanmoins, nous
avons montré que le traitement par le CP augmente la proportion de LTs en contact avec les
TuDCs in vivo (article 1, figure 4). Au cours de l'infiltration, les lymphocytes T ont des
interactions stables et dépendantes de I'antigéne OVA avec ces TuDCs (article 1, figure 3) et
se positionnent dans les zones de forte densité en TuDCs (article 1, figure 5) et ainsi

n’infiltrent pas la tumeur de facon homogene.

Nous proposons ainsi I'hypothese que les TuDCs piegent les lymphocytes T infiltrant la
tumeur (article 1, figure 6) par des interactions non efficaces qui réduisent les interactions
cytotoxiques avec les cellules tumorales. Ces résultats sont présentés ci-aprés en détail dans
I'article 1: « CD8+ Tumor-Infiltrating T cells are trapped in Tumor-Dendritic Cell

Network » accepté dans le journal « neoplasia ».
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Abstract

Chemotherapy enhances the antitumor adaptive immune T cell response, but the immunosuppressive tumor environ-
ment often dominates, resulting in cancer relapse. Antigen-presenting cells such as tumor-associated macrophages
(TAMs) and tumor dendritic cells (TuDCs) are the main protagonists of tumor-infiltrating lymphocyte (TIL) immuno-
suppression. TAMs have been widely investigated and are associated with poor prognosis, but the immuno-
suppressive activity of TuDCs is less well understood. We performed two-photon imaging of the tumor tissue to
examine the spatiotemporal interactions between TILs and TuDCs after chemotherapy. In a strongly immuno-
suppressive murine tumor model, cyclophosphamide-mediated chemotherapy transiently enhanced the antitumor
activity of adoptively transferred ovalbumin-specific CD8™ T cell receptor transgenic T cells (OTI) but barely affected
TuDC compartment within the tumor. Time lapse imaging of living tumor tissue showed that TuDCs are organized as a
mesh with dynamic interconnections. Once infiltrated into the tumor parenchyma, OTI T cells make antigen-specific
and long-lasting contacts with TuDCs. Extensive analysis of TIL infiltration on histologic section revealed that after
chemotherapy the majority of OTI T cells interact with TuDCs and that infiltration is restricted to TuDC-rich areas.
We propose that the TuDC network exerts antigen-dependent unproductive retention that trap T cells and limit
their antitumor effectiveness.

Neoplasia (2013) 15, 85-94
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Introduction
Unexpected observations have been reported in cancer clinical trials
and animal models following the combination of chemotherapy and
immunotherapy [1]. Indeed, improved prognoses after cancer vaccine
[2] or adoptive cell [3] therapies have been observed when immuno-
therapeutic agents are administered in combination with chemothera-
peutic regimens. Conventional cancer therapies are primarily based
on the preferential targeting of tumor cells, which are actively prolif-
erating and require higher quantities of growth factors and nutrients
than healthy tissues. It has been shown that direct cytotoxicity toward
tumor cells induces immunogenic cross-presentation of dying tumor
cells [4,5] or sensitizing tumor cells to cytotoxic T lymphocyte
(CTL) activity, both in human tumor cell lines [6] and mouse models
[7]. Cyclophosphamide (CP) is an alkylating agent often used in can-
cer chemotherapy and for prevention of graft-versus-host disease [8].
Several reports describe a hematopoietic cell-mediated antitumor effect
after CP treatment. The mechanisms involved are not well understood,
but there is no doubt that CTLs also contribute to this antitumor
activity. Increased tumor-specific T lymphocyte proliferation has been
associated with the lymphoablative properties of CP [9,10]. CP has also
been described to selectively deplete or inhibit immunosuppressive
populations, such as regulatory T cells [11-13] and myeloid-derived
suppressor cells [14]. The balance between immunostimulatory effects
of chemotherapy and the immunosuppressive tumor environment has
a complex outcome on the orchestration of T cell antitumor activity.
Indeed, increased antitumor activity is mostly transient and tumor con-
trol relapses when a de novo equilibrium is reached through immuno-
selection and/or immunosubversion of the newly activated CTLs [15].
Antigen-presenting cells and especially tumor-associated macrophages
(TAMs) and tumor dendritic cells (TuDCs) have been widely involved
in tumor progression and immunosubversion of CTLs [16-19]. TAMs
and TuDCs share common markers and their phenotypic distinction
is still a matter of debate. Despite increasing knowledge in the pro-
cesses of T cell immunosubversion by TAMs, the spatiotemporal
orchestration of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs)/TuDCs cross
talk in living tissue has been poorly investigated. Deciphering the
mechanisms by which antigen-presenting cells rapidly limit CTL-
mediated destruction represents a prerequisite to improve the efficacy
of therapeutic regimens.

Here, we used an intravital imaging approach to study in a highly
immunosuppressive tumor model in mice how the TuDC network
affects tumor-specific T lymphocyte infiltration after CP treatment.

Materials and Methods

Ethics Statement

Animal experiments were approved by the local Institutional Ani-
mal Care and Use Committee: Centre d’Exploration Fonctionnelle,
Pitié-Salpétriere.

Mice

C57BL/6 female mice (6 to 10 weeks) were obtained from Charles
River (Les Oncins, France). C57BL/6 RagZ’/’ TCR (Va2, VB5) trans-
genic mice (OTI) were crossed to CD45.1 C57BL/6, Actb-ECFP/
BL6, or Actb-DsRed/BL6 (Animalerie Centrale, Institut Curie) to ob-
tain OTI CD45.1, OTI-CFP, and OTI-DsRed mice, respectively.
CD11¢-YFP transgenic mice (CD11c-YFP) [20] were bred in our
Animal Facility (Centre d’Exploration Fonctionnelle, Pitié-Salpétriére).

Cells

The MCA101 (MCA) cell line [21] (kindly provided by L. Zitvogel,
Institut Gustave-Roussy, Villejuif, France) was stably transfected with a
plasmid encoding for soluble ovalbumin (OVA) or a control plasmid
(Mock) to generate MCA-OVA and MCA cell lines, respectively [22].
MCA cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
and the EL4 cell line in RPMI (Gibco, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France), supplemented with antibiotics and 10% fetal calf serum.

CD8" OTI T cells (specific for OVA;s7_»64 peptide in a H2-K" con-
text) and polyclonal CD8" T cells were either obtained from lymph
nodes of OTT Rag2™"~ mice (herein called OTI T cells, with a purity
between 94% and 98%) or after magnetic beads sorting of lymph node
cells from non-RAG OTT transgenic mice or from Actb-DsRed/BL6
for polyclonal CD8" T cells, using the CD8" negative sorting kit
from Miltenyi Biotec (Paris, France) according to the manufacturer’s
instructions (purity above 90%).

In Vivo Tumor Growth and Treatments

MCA-OVA cells (2 x 10°) were injected subcutaneously in the
flank of mice. Tumor size was measured twice a week using a caliper,
V' =L x [x (L +[)/2. Chemotherapy was performed 7 days after tumor
inoculation by a single intraperitoneal injection of CP (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) at 100 mg/kg. Adoptive T cell transfer was performed at day 10
after tumor inoculation by intravenous (i.v.) injection of 5 x 10°
freshly harvested OTI T cells. For MCA tumor imaging, MCA cells
were injected in a contralateral manner with MCA-OVA. For the kid-
ney tumor model, 2 x 10° EL4 cells were injected i.v. This injection
route induces secondary localization of EL4 cells into the kidney and
leads to paraplegia within 18 to 25 days. Mice were sacrificed at the
first step of paraplegia, considered as the end point of survival. Kaplan-
Meier survival was then performed according to these criteria. For
intravital imaging, 5 x 10° freshly harvested polyclonal CD8" T cells
were adoptively transferred 3 days after EL4 inoculation to induce
antigen-specific expansion and infiltration into the tumor.

Flow Cytometry

Phenotypic characterization of all cell populations was performed
using either a FACSCalibur or FACSCanto II (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) for acquisition. For analysis, Flow]Jo software (Tree
Star Inc, Ashland, OR) was used. MCA-OVA tumor and draining
lymph node (axillary) were harvested at indicated days. MCA-OVA
tumors and draining lymph node were entirely mashed in PBS with
0.5% BSA and filtered using 70-um cell strainer (BD Biosciences,
San Jose, CA). Surface staining was performed by incubating 50 pl
of cell suspension (1/10th of the total) with 1 pg/ml purified anti-
CD16/32 (2.4G2; BD Biosciences) for 10 minutes at 4°C and for an
additional 20 minutes with appropriate dilution of specific antibodies.
The following panel of surface antibodies was used: anti-CD11b (clone
M1/70), anti-Ly6C (clone AL-21), anti-Ly6G (clone 1A8), anti-CD45
(clone 30-F11), anti-CD11c (clone HL3), anti—I-Ab (clone AF6-120.1),
anti-CD8 (clone 53-6.7), anti-CDG69 (clone H1.2F3), anti-CD45.1
(clone A20), anti—interferon-y (IFN-y) (clone XMG1.2), anti-IL4Ra«
from Pharmingen, BD Biosciences, anti-F4/80 (clone BM8) from
eBioscience (Paris, France), and anti-Mgl1 from AbD Serotec (Colmar,
France). After incubation, cell suspensions were washed once in PBS
with 0.5% BSA. For intracellular cytokine staining, cell suspensions were
restimulated ex vivo with 1 pM OVA,s7 544 for 3 hours at 37°C in the
presence of 5 pg/ml Brefeldin A. After surface staining, cells were fixed in
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4% paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes, washed twice in perm/wash
solution (BD Biosciences), and incubated for 20 minutes in perm/wash
in the presence of anti-IFN-y (clone XMG1.2). Samples were washed in
PBS with 0.5% BSA before acquisition. Calculation of absolute numbers
of different cell populations was performed by adding in each vial a fixed
number (10,000) of nonfluorescent 10-pm polybead carboxylate micro-
spheres (Polysciences, Niles, IL) according to the formula: Nb of cells =
(Nb of acquired cells x 10,000)/(Nb of acquired beads). The number of
cells obtained for each sample was extrapolated to the whole organs.

In Vivo Proliferation Assay

CD45.1 OTI T cells were incubated for 10 minutes at 37°C in
PBS with 5 mM carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE;
Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cells (5 x
10°) were injected in PBS into CD45.2 tumor-bearing or tumor-free
mice. After 4 days, the frequency and number of OTI T cells that had
performed more than three divisions (defined as highly divided) in
axillary lymph nodes and tumor were measured while gating on

CD45.1"CD8" cells.

In Vitro Proliferation Assay

CD11c" cells were isolated from either MCA or MCA-OVA tumors
of CP-treated or untreated mice using magnetic beads according to the
manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec; CD11c purity was above
80%). After purification, CD11c" cells (5 x 10%) and CFSE-labeled
naive OTI T cells (10°) were incubated in flat 96-well plate. After
3 days of coculture, cells were harvested and stained for flow cytometry
analysis with anti-CD69 and anti-CD8 antibodies.

Multiphoton Imaging

Fluorescent OTI T cells (5 x 10°) were injected i.v. Imaging ex-
periments on tumors were performed 4 or 7 days after adoptive
transfer. Tumors were carefully explanted from a skin flap. The thin
fat layer was removed from the peritoneal side of the tumor to directly
access the tumor parenchyma. Accessibility to the tumor parenchyma
was evaluated by imaging an MCA-OVA tumor transfected with a
yellow fluorescent protein (YFP)-encoding plasmid (see Figure 2D).
Tumors were immobilized in an imaging chamber perfused with
oxygenated (95% O, plus 5% CO,) RPMI medium containing 10%
fetal calf serum. The local temperature was monitored and maintained
at 37°C. Dead cell staining was performed by a slow intratumoral in-
jection of 50 pl of PBS with 1 mg/ml 4’, 6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride (DAPI), at a distance from the analyzed area. We con-
sidered for imaging, peripheral areas of the tumor parenchyma in which
OTI T cells were infiltrated disregarding the potential variability in
the ratio between stromal cells and tumor cells. We assume that these
regions are, however, representative to evaluate OTI T cell infiltration.
For EL4 tumor, intravital imaging was performed on mouse kidney
18 days after tumor inoculation of CD11c-YFP mice. Briefly, mice were
anesthetized with 2.5% isoflurane vaporized in a 70/30 mixture of
0,/N,0O. Kidneys were immobilized and exposed using a custom-
made stereotactic holder. Mouse temperature was monitored and
maintained at 37°C. Renal tubules were defined according to their
autofluorescence and by i.v. Hoechst injection (50 pg in PBS) previous
to imaging session.

The two-photon laser scanning microscopy (TPLSM) setup used was
a Zeiss LSM 710 NLO multiphoton microscope (Carl Zeiss, Le Pecq,
France) coupled to a Ti/sapphire crystal laser (Coherent ChameleonU,
Santa Clara, CA) that provides 140-fs pulses of near-infrared (NIR)

light, selectively tunable between 680 and 1080 nm, and an acousto-
optic modulator to control laser power. The system included three
external non-descanned detectors in reflection, which allow the simul-
taneous record of three fluorescent channels using a combination of
two dichroic mirrors (565 and 690 nm) with 565/610 (DsRed) and
500/550 (YFP) band-pass filters and 485 low-pass filter (CFP, SHG,
DAPI, Hoechst). The excitation wavelength was 870 nm. Cell motil-
ity was measured every 30 seconds by six consecutive 5-um z spacing
stacks using a plan apochromat x20 (NA = 1) water immersion
objective. For volume rendering movies, 1- to 3-pm z spacing stacks
were performed, and three-dimensional (3D) reconstruction and
volume rendering program from Imaris software (Bitplane, Zurich,
Switzerland) were applied. For T cell tracking, images were average-
projected and T cell motility parameters (previously defined [23])
were calculated using automatic tracking with manual correction
using Imaris software. Cells that could not be tracked for more than
2 minutes were not considered. The arrest coefficient is defined
as the proportion of time each cell’s instantaneous velocity (calculated
for every 30-second interval) is lower than 2 pm/min. The cell
straightness corresponds to the ratio of the distance between the initial
and the final positions of each cell to the total distance covered by the
same cell. Quantification of OTI/CD11c"YFP cell interactions was
manually characterized according to the following criteria: 1) “stable”
contact, defined by OTI T cell making contact with the same YFP*
cell lasting all the imaging periods; 2) “confined” contact, defined
by a single OTI making motile contact with one or more YFP* cells
present in close vicinity; 3) “distant” contact, defined by a single
OTI making sequential contacts with at least two different distant
YFP* cells. The acquisition and analysis protocols for all experimental
conditions to be compared were identical.

Histologic Tumor Analysis

Sagittal sections in the middle of tumors was performed as de-
scribed [23], fixed overnight in 4% PFA, frozen in Tissue-Tek
OCT compound, and sectioned (5 pm) with a cryostat (Leica). Tu-
mor sections were additionally stained with hematoxylin/eosin or
DAPI. Quantification of T cell and TuDC densities was performed
by automatic tracking using Imaris software. Distance measurement
was performed manually using Imaris software. The acquisition and
analysis protocols for all images were identical.

Statistical Analysis

Two-way analysis of variance (ANOVA) was performed to com-
pare tumor growth. For other comparisons, one-way ANOVA test
was first performed, when significant, two by two Mann-Whitney
rank sum tests were then performed to compare highly skewed dis-
tributions (typically, intravital analysis of cell behavior), and unpaired
Student’s ¢ tests were used to compare Gaussian-like distributions
(typically, flow cytometric analysis of numbers and frequencies of cell
populations). Spearman test was performed for correlation analysis
(symbols used: *P < .05; **P < .01; ***P < .001; NS, not significant).

Results

Chemotherapy Increases TIL Infiltration but Transiently
Controls Tumor Growth

Ectopic tumors expressing model antigens such as OVA usually
develop into highly immunogenic tumors for which the transfer of
OVA-specific T cells confers tumor rejection. We have previously
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described [22,24] a methylcholanthrene-induced fibrosarcoma cell
line (MCA101) expressing OVA (MCA-OVA) that grows as solid
subcutaneous syngeneic tumor after inoculation in C57Bl/6 mice.
Injection of anti-OVA transgenic CD8" T cells (OTI T cells) 10 days
after tumor inoculation was unable to control the rate of tumor
growth, in accordance with a potent immunosuppressive environ-
ment induced by the tumor (Figure 1A4). To overcome the immuno-
suppressive barrier, we performed intraperitoneal injection of CP at
100 mg/kg, 7 days after tumor inoculation. Single injection of CP
led to a significant reduction in tumor growth in treated compared
to untreated mice (P < .001; Figure 14). Adoptive transfer of naive
OTI T cells, 3 days after chemotherapy, induced a more pronounced
reduction in tumor growth (Figure 14). Between days 10 and 18,
OTIT cell transfer significantly reduced the percent change of tumor
volume, but after day 18, the percent change was similar for all
conditions, suggesting that tumor growth control by OTI T cells
was only transient (Figure 1B). Analysis of OTI priming in tumor-
draining lymph node revealed that CP treatment induced a signifi-
cant increase in both the proliferation rate of OTI T cells and their
IFN-y production after in vitro restimulation with their cognate
antigen (Figure W1). This increased expansion was associated with
enhanced OTI infiltration into the tumor in CP-treated compared
to untreated animals (Figure 1C) and with an increased ability to
produce IFN-y after iz vitro restimulation with cognate antigen (Fig-
ure 1D). Despite an increased number and frequency of infiltrating
OTI T cells after CP treatment, the frequency of IFN-y—producing
OTI T cells after iz vitro restimulation was significantly impaired
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between days 4 and 7 after transfer (Figure 1D), suggesting tolerance
induction of OTI T cells, in accordance with tumor growth relapse.

CP Treatment Barely Affects the TuDC Network within
the Tumor Parenchyma

To address the reasons why, despite efficient T cell priming and
massive tumor infiltration, OTT T cells were unable to fully reject
the tumor after chemotherapy, we characterized the myeloid cell
compartment within the tumor. Tumor infiltrating CD11b"Ly6G™
myeloid cells expressed both CD11c and F4/80 markers, suggesting
a strong overlap between TAM and TuDC populations (Figure 24).
Engelhardt et al. recently used the transgenic CD11c-YFP mouse strain
to define TuDC:s as a specific subpopulation of TAMs [19]. Two sub-
sets of myeloid CD11b*Ly6G™ cell populations were distinguished in
MCA-OVA tumor according to YFP expression that we designated
TuDC:s for YFP* myeloid cells and TAMs for YFP™ cells, as proposed
by Engelhardt et al. [19]. Extensive phenotyping in MCA-OVA tumors
showed that TuDCs were CD11c™8"F4/80™¢"Ly6c™™™ major histo-
compatibility complex (MHC) class II IAb* but also expressed more
Mgll and IL4Ra. The TAM population was much more heteroge-
neous, including mature Ly6C'*™ and immature Ly6C"&" macrophages
[25,26] and displayed lower CD11c and I-Ab expression (Figure 2B).
The TAM compartment increased after CP treatment corresponding to
the infiltration of the Ly6C™&" subset, whereas the number of TuDCs
was apparently not modified. Nevertheless, a slight difference in Ly6C
and F4/80 expression by TuDCs was observed in mice treated by CP
compared to untreated mice, suggesting a rapid turnover of TuDCs
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Figure 1. Chemotherapy increases TIL infiltration but transiently controls tumor growth. (A) MCA-OVA tumor cells were inoculated in the
flank of C57BI6 mice and tumor growth was monitored. Intraperitoneal injection of CP (100 mg/kg) was performed at day 7 and naive OTI
T cells were adoptively transferred at day 10. Graphs represent mean = SEM tumor volume of 15 to 20 mice in each group pooled from
four independent experiments. (B) Graph represents percent change in tumor growth determined by normalizing to Ctrl values, the fold
increase of tumor volume during the indicated periods. Statistical analyses (ANOVA and Bonferroni post ¢ test) were performed on raw
data. (C-D) Graphs represent percent and absolute number of CD45.1 OTI T cells (C) and IFN-y—producing CD45.1 OTI T cells (D) within
the tumor. Bars represent mean = SEM from at least five mice of two to four independent experiments.
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Figure 2. CP treatment barely affects the TuDC network within the tumor parenchyma. (A) Representative overlay histogram plot of
CD11c and F4/80 expression gated on CD11b*Ly6G~ myeloid cells within the MCA-OVA tumors, 7 days after CP treatment (blue)
or without treatment (green). Isotype staining is represented (purple). (B) Comparative multiparametric flow cytometric analysis of
CD45"CD11b*YFP™ (TAMs, pink) and CD45"CD11b"YFP™ cells (TuDCs, green) from MCA-OVA tumors, 10 days after CP treatment or
not. Bars represent the number of indicated cell populations (bars represent mean = SEM from 9 to 16 mice of three independent
experiments). (C) Representative hematoxylin/eosin staining (left) and fluorescent image (right) of frozen MCA-OVA tumor section from
CD11c-YFP transgenic tumor-bearing mice. (D) Representative TPLSM images of an explanted MCA-OVA tumor transiently transfected
with a YFP-encoding plasmid (left) and an MCA-OVA tumor inoculated in a CD11c¢c-YFP transgenic mouse (right). (E) Volume rendering
image (Movie W1) of an MCA-OVA tumor from a CD11¢c-YFP mouse. Graphs represent the quantification of YFP" velocity and straightness,
10 days after CP treatment or not. Red bar represents the median (n = 822 and n = 547 for Ctrl and CP-treated mice pooled from at least
two independent experiments).
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arising from the CP-mediated mobilization of Ly6C™&" subset
(Figure 2B). Histologic images (Figure 2C) and TPLSM images
(Figure 2D) showed that TuDCs were distributed within the whole tu-
mor parenchyma. Real-time imaging of the tumor in CD11c-YFP
transgenic mice showed that TuDCs were slowly motile (mean velocity
Vmean = 2.4 + 1.6 pm/min) and displayed reduced displacements
(straightness = 0.3 + 0.2; Movie W1 and Figure 2E). TuDCs were
however very dynamic with intense protrusive activity and performing
several interconnections constituting a mesh (Movie W1). CP treat-
ment did not affect the behavior of the TuDCs (Figure 2E).

In conclusion, CP treatment induces strong infiltration of immature
macrophages but barely affects the TuDC network.

OTI T Cells Make Ag-dependent Interactions with TuDCs
To characterize the dynamic of TuDC and OTI T cell interactions
within the tumor, MCA-OVA and MCA tumors were inoculated in a
contralateral manner into CD11¢c-YFP mice. We used two-photon
microscopy to monitor, 4 days after adoptive transfer, OTI T cell be-

MCA
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havior in explanted tumors (Figure 34 and Movies W2-W3). In
CP-treated as well as untreated mice, OTI T cells and YFP" cells were
found in close proximity throughout the tumor parenchyma. Short
movies with increased spatial resolution and volume rendering program
confirmed that OTI T cells performed direct contacts with YFP* cells
(Movies W4-W5). The OTI T cell arrest coefficient was higher in
MCA-OVA compared to MCA tumors showing that OTI T cell made
antigen-specific arrest on either tumor cells or TuDCs (Figure 3B).
CD11c" cells isolated from MCA-OVA tumors cross-primed naive OTI
T cells in vitro, confirming that TuDCs were presenting the cognate
antigen OVA;s7_»64 (Figure W2). We thus performed individual char-
acterization of OTI T cells and defined three different types of contacts
with YFP" cells: 1) “stable” contacts, defined by OTI T cell making
contact with the same YFP" cells and lasting all the imaging periods;
2) “confined” contacts, defined by transient contacts with one or more
YFP" cells present in close vicinity; 3) “distant” contacts, defined by se-
quential contacts with at least two different distant YFP* cells (Movie W6
and Figure 3C). In both CP-treated and untreated mice, up to 70% of
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Figure 3. OTI T cells make Ag-dependent interactions with TuDCs. (A) Representative TPLSM images of OTI T cells (cyan) and YFP*
stromal cells (green) within an MCA tumor and an MCA-OVA tumor, 4 days after OTI-CFP T cell adoptive transfer in a CP-treated CD11c¢c-
YFP-transgenic mouse. Track paths of OTI T cell moving at the indicated mean velocity are shown colored according to the time of
imaging (color-coded time bar is shown). (B) Quantification of OTI T cell arrest coefficient (MCA Ctrl, n = 137; CP, n = 419 and MCA-
OVA Ctrl, n = 271; CP, n = 920). Mann-Whitney statistical significances are indicated (upper right). (C) Volume rendering reconstitution
image shows three representative OTI T cells colored according to the type of interaction performed with YFP™ cells. OTI T cell track
paths are represented in white. (D) Quantification of the relative frequency of the three types of OTI T cell/YFP* cell interactions. Bars
represent mean + SD of the relative frequency of the three types of interactions in each movie (three to four different movies have been
evaluated for each condition). Total numbers of OTI T cell characterized are indicated.
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Figure 4. The proportion of TILs contacting TuDCs is enhanced after chemotherapy. OTI-DsRed T cells were adoptively transferred into
CD11¢c-YFP transgenic mice bearing MCA-OVA tumor treated or not with CP. Seven days after adoptive transfer, tumors were carefully
orientated and sectioned to define the periphery and the center of the tumor. (A) Representative tumor sections are shown and the
distance from the periphery is indicated. OTI T cells are red, YFP* cells are green, and tumor parenchyma is stained by DAPI (blue). (B)
Representative examples of the OTI T cell/YFP* distance measurement (white bars) between the center of the T cell and its proximal
YFP™ cell. Graph represents the frequency distribution of the distances (right). Mean radius of OTI T cell is 5 um, and conjugates with a
distance less than 5 um are considered as contacting cells [n = 304 OTI cells for Ctrl (white bars) and n = 880 OTI cells for CP-treated

mice (black bars) pooled from two to three different tumors].

OTIT cells made more stable and confined contacts with YFP™ cells
in MCA-OVA compared to 22% in MCA tumors (Figure 3D). We
conclude that OTI T cells make antigen-specific interactions with
TuDCs and that chemotherapy does not affect this behavior.

To evaluate whether the TIL/TuDC interactions characterized could
be observed in another tumor model, we used the EL4 thymoma in-
jected i.v. to C57BIl6 mice. EL4 cells spontaneously localize to several
organs such as kidney and liver, where they develop into tumor nodules
and induce animal death between 18 and 27 days (Figure W3A4). Un-
fortunately, the OVA-expressing EL4 cell line is strongly immunogenic
and was fully rejected when injected i.v. To examine CD8" T cell in-

filtration, we adoptively transferred purified polyclonal CD8" T cells
from the lymph nodes of naive Actb-DsRed/BLG6 mice, 3 days after
EL4 cell injection into CD11c-YFP mice. We performed intravital
imaging of tumor nodules in the kidney on anesthetized mice 18 days
after tumor inoculation and quantified the interaction between TILs
and TuDCs (Figure W3B and Movie W7). Eighty percent of kidney-
infiltrating CD8"- DsRed TILs made interactions with TuDCs. Up to
60% were stable or confined similarly to antigen-specific interactions
observed in the MCA-OVA tumors (Figure W3C). We conclude that
preferential TIL interactions with TuDCs are applicable to several kinds

of tumors.
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The Proportion of TIL Contacting TuDC Is Enhanced
after Chemotherapy

Two-photon imaging allows the visualization of only peripheral
areas of the tumor. Thus, we further evaluated by histologic analysis
on orientated sections of MCA-OVA tumors (as described [23]) the
proportion of OTT T cell in contact with TuDCs, 7 days after adoptive
transfer at the time tolerance was induced. In untreated mice, OTI
T cells were only located at the periphery compared to CP-treated mice
for which OTI T cells infiltrated in higher number and in deeper regions
of the tumor (Figure 44). Considering that the mean radius of OTI
T cells is 5 pm, quantification of the distance between the center of
OTI T cell and the nearest TuDC showed that 29% and 54% of
OTIT cells were in contact (less than 5 pm) with YFP* cells in untreated
and CP-treated mice, respectively (Figure 4B). Thus, the proportion of
TILs contacting TuDCs is enhanced after chemotherapy.

TIL Infiltration Is Stopped in TuDC-Rich Areas

We hypothesized that TuDC network would influence OTT T cell
infiltration after CP treatment. Seven days after adoptive transfer,
peripheral regions of the tumor were filled by collagen fibers (Fig-
ure 54). DAPI injection revealed that collagen-rich areas were full of

A

dead cells (Figure 5B). Analysis of T cell motility confirmed that in
“collagen-rich” regions, T cells displayed higher velocity and straight-
ness compared to “TuDC-rich” areas (Figure 5C and Movies W8-
W9), suggesting that OTI T cells were trapped by TuDC network.

TILs Are Trapped in TuDC Network

To address the question of whether TuDCs retained OTT T cells,
we performed histologic analysis of the distribution of OTT T cells
and YFP" cells. Quantification of the YFP" cell density on histologic
section, 7 days after adoptive transfer (Figure 6A), clearly showed a
positive correlation between the density of OTI T cells and YFP* cells
in subregions of the tumor (Figure 6B). We conclude that OTI T cells
are trapped by TuDCs through antigen-specific interactions, restricting
their infiltration into the whole tumor parenchyma.

Discussion

Conventional chemotherapies provide clinically interesting immuno-
stimulatory outcomes, but most often, effects are transient and fail be-
cause of the tumor-induced immunosuppressive environment. TAMs
are the main protagonists involved in T cell immunosubversion [18].
They are represented by a very heterogenous and plastic population
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Figure 5. TIL infiltration is stopped in TuDC-rich areas. (A) TPLSM image showing collagen fibers (blue), YFP* cells (green), and OTI T
cells (red) in the peripheral area of an MCA-OVA tumor from a CP-treated mouse. Representative track paths of OTI T cell with a straight-
ness of >0.5 are indicated in purple and those with a straightness of <0.5 are in white. (B) TPLSM image after DAPI injection (cyan).
Representative track paths of OTI T cell in DAPI-rich area are indicated in purple and those in TuDC-rich area are in white. (C) Graphs
represent the quantification of OTI T cell velocity, straightness, and arrest coefficient, 7 days after OTI T cell adoptive transfer in CP-treated
mice (data are pooled from at least three independent experiments). Red bar represents the mean. Mann-Whitney statistical significances

are indicated.
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Figure 6. TILs are trapped in TuDC network. OTI T cell and YFP" cell densities were quantified by histologic analysis 7 days after adoptive
transfer of OTI-DsRed T cell into CD11c-YFP transgenic mice bearing MCA-OVA tumors treated with CP. (A) The image illustrates cell
densities in 250-um? fields (white square) after volume rendering. White squares were located by area with homogenous distribution of
OTI T cells. (B) Each dot represents the density of OTI T cells as a function of the density of TuDCs. The numbers of red and green cells were
determined automatically in 75 different fields from more than 20 images taken serially from the periphery to the center of the tumor,
of three different tumors. Red line represents the linear regression. Spearman r and P value are indicated.

[27] and their frequency is associated with poor prognosis. Despite
preferential localization of TAMs in hypoxic regions has been docu-
mented, their angiogenic, tissue remodeling, growth factor—providing,
and immunosuppressive properties are required in the whole tumor
parenchyma [28-30]. TuDCs also play a role in the subversion of
adaptive immunity [18]. TuDCs share common markers with TAMs,
and their phenotypic and functional distinction is still a matter of
debate. Recently, Engelhardt et al. provided clear evidence in a new
transgenic PyMT-MMTYV strain that TuDCs display potent immuno-
suppressive activity toward adoptively transferred OTI T cells through
stable engagement [19]. The role of TuDC in adaptive T cell immuno-
subversion after chemotherapy is less well documented.

After adoptive transfer into MCA-OVA-bearing mice, tumor-
specific CD8" T cells were primed in the draining lymph node and
infiltrated the tumor but failed to control tumor growth [24]. Mice
preconditioning by CP treatment efficiently increased priming of
T cells and tumor infiltration but had only a transient control in tumor
progression associated with a rapid loss of effector functions. We
deciphered antitumor-specific T cell infiltration after chemotherapy
by following their interactions with TuDCs using two-photon real-time
imaging technology on explanted tumor tissues. We used the CD11c-
YFP transgenic mice and showed that YFP* cells were distributed in
the whole parenchyma, exhibited reduced displacements but strong
protrusive activity that allowed interconnections, and generated a net-
work of ramified TuDC:s like that described previously for macrophages
[31]. CP induces dendritic cell (DC) precursor expansion and activa-
tion between 10 and 15 days after treatment, which correlates with
increased T cell antitumor activity [32-36]. After CP treatment, we
observed an accumulation of an immature Ly6C"®" myeloid popula-
tion in the YFP™ myeloid cell compartment. The possible overlap of
this Ly6c™¢" subset with the myeloid-derived suppressor cell Gr1*
population may lead to confused interpretations and warrants caution.
Nakasone et al. observed CCR2-dependent infiltration of myeloid cells
after chemotherapy in a mammary carcinoma model and a delayed
tumor relapse in CCR2-deficient mice [37], suggesting that after
de novo infiltration of mobilized inflammatory monocytes, these last

converted into pro-tumoral myeloid cells. Increased Ly6C and reduced
F4/80 expression on YFP" cell after CP treatment suggested that
Ly6C"&" myeloid subset also contributed to the renewal of TuDCs.
The number of TuDCs was not affected by CP treatment, suggesting
a controlled process of renewal. We next addressed whether this net-
work of YFP* cells would impact T cell infiltration. Live imaging of
the explanted tumor showed that OTI T cell more stably engage
YFP* cells in MCA-OVA tumors compared to contralateral MCA
tumors. These observations suggested that TIL/TuDC preferential
interaction was due to the availability of antigen rather than other
nonspecific receptor/ligand recognition. Up to 54% of OTI T cells
were in close contact with YFP* cells in CP-treated animals, 7 days after
adoptive transfer, compared to 29% in control animals, suggesting
that TIL/TuDC conjugates accumulated when tumor cells were
partially eliminated. Colocalization of the two populations within the
whole tumor parenchyma supported that OTI T cells were trapped by
the TuDC network. The reasons why TuDCs were resistant to OTI
T cell-mediated cell death will require further investigations. Increased
doses of CP treatment improved the rejection of the tumor by OTI T
cells (data not shown) and emphasized myeloablation, suggesting that
destruction of TuDCs by stronger and longer myeloablation would
improve the T cell-mediated rejection. We observed that the trapping
of TILs within the TuDC network could be also observed in an aggres-
sive model of secondary tumor localization in the kidney, suggesting
that trapping of TILs is applicable to different tumors. In this in vive
imaging system, we observed that TIL and TuDC interactions were
similar to those observed in explanted MCA-OVA tumors, suggest-
ing that the explanted tissue procedure does not affect the interac-
tion. We could not confirm that red fluorescent CD8" T cells within
the tumor were antigen-specific. Nevertheless, no red fluorescent
CD8" T cells could be detected in non—tumor-bearing mice (unpub-
lished observation) and only activated cells are those that usually
infiltrate the tumor.

We propose that despite strong antitumor effector activity induced
by chemotherapy, TuDC networks trap T cells through antigen-
subversive interactions leading to their tolerance. Our work provides
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new insights into the spatiotemporal orchestration of TIL/TuDC
interactions and provides perspectives for the improvement of anti-
cancer chemotherapy.

Acknowledgments

The authors thank Matthew Krummel for helpful discussion, Shanon
Murray and William Avery Hudson for editorial assistance, Maria-Grazia
Ruocco for critical reading of the manuscript, Plateforme Imagerie
Pitié-Salpétriere (PICPS) for assistance with the two-photon micro-
scope, and the animal facility “NAC” for mice breeding assistance.

References

[1] Ramakrishnan R, Antonia S, and Gabrilovich DI (2008). Combined modality
immunotherapy and chemotherapy: a new perspective. Cancer Immunol Immunother
57, 1523-1529.

[2] Schlom ], Arlen PM, and Gulley JL (2007). Cancer vaccines: moving beyond
current paradigms. Clin Cancer Res 13, 3776-3782.

[3] Dudley ME, Yang JC, Sherry R, Hughes MS, Royal R, Kammula U, Robbins
PF, Huang J, Citrin DE, Leitman SF, et al. (2008). Adoptive cell therapy for
patients with metastatic melanoma: evaluation of intensive myeloablative chemo-
radiation preparative regimens. / Clin Oncol 26, 5233-5239.

[4] Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, Obeid M, Ortiz C, Criollo A, Mignot G,
Maiuri MC, Ullrich E, Saulnier P, et al. (2007). Toll-like receptor 4—dependent
contribution of the immune system to anticancer chemotherapy and radiotherapy.
Nat Med 13, 1050-1059.

[5] Ghiringhelli F, Apetoh L, Housseau F, Kroemer G, and Zitvogel L (2007). Links
between innate and cognate tumor immunity. Curr Opin Immunol 19, 224-231.

[6] Garnett CT, Palena C, Chakraborty M, Tsang KY, Schlom J, and Hodge JW
(2004). Sublethal irradiation of human tumor cells modulates phenotype resulting
in enhanced killing by cytotoxic T lymphocytes. Cancer Res 64, 7985-7994.

[7]1 Ramakrishnan R, Assudani D, Nagaraj S, Hunter T, Cho HI, Antonia S, Altiok S,
Celis E, and Gabrilovich DI (2010). Chemotherapy enhances tumor cell sus-
ceptibility to CTL-mediated killing during cancer immunotherapy in mice. / Clin
Invest 120, 1111-1124.

[8] Luznik L, Jones R], and Fuchs EJ (2010). High-dose cyclophosphamide for graft-
versus-host disease prevention. Curr Opin Hematol 17, 493-499.

[9] Greenberg PD, Kern DE, and Cheever MA (1985). Therapy of disseminated
murine leukemia with cyclophosphamide and immune Lyt-17,2" T cells. Tumor
eradication does not require participation of cytotoxic T cells. / Exp Med 161,
1122-1134.

[10] Dudley ME, Wunderlich JR, Robbins PF, Yang JC, Hwu P, Schwartzentruber
DJ, Topalian SL, Sherry R, Restifo NP, Hubicki AM, et al. (2002). Cancer
regression and autoimmunity in patients after clonal repopulation with antitumor
lymphocytes. Science 298, 850-854.

[11] Ghiringhelli F, Menard C, Puig PE, Ladoire S, Roux S, Martin F, Solary E, Le
Cesne A, Zitvogel L, and Chauffert B (2007). Metronomic cyclophosphamide
regimen selectively depletes CD4*CD25" regulatory T cells and restores T and
NK effector functions in end stage cancer patients. Cancer Immunol Immunother
56, 641-648.

[12] Lutsiak ME, Semnani RT, De Pascalis R, Kashmiri SV, Schlom J, and Sabzevari H
(2005). Inhibition of CD4*25" T regulatory cell function implicated in enhanced
immune response by low-dose cyclophosphamide. Blood 105, 2862-2868.

[13] North RJ (1982). Cyclophosphamide-facilitated adoptive immunotherapy of an
established tumor depends on elimination of tumor-induced suppressor T cells.
J Exp Med 155, 1063-1074.

[14] Berraondo P, Nouze C, Preville X, Ladant D, and Leclerc C (2007). Eradication
of large tumors in mice by a tritherapy targeting the innate, adaptive, and regu-
latory components of the immune system. Cancer Res 67, 8847-8855.

[15] Ziwogel L, Apetoh L, Ghiringhelli F, and Kroemer G (2008). Immunological
aspects of cancer chemotherapy. Nat Rev Immunol 8, 59-73.

[16] Pollard JW (2009). Trophic macrophages in development and disease. Nar Rev
Immunol 9, 259-270.

[17] Gabrilovich DI and Nagaraj S (2009). Myeloid-derived suppressor cells as regu-
lators of the immune system. Nat Rev Immunol 9, 162-174.

[18] Mantovani A, Sozzani S, Locati M, Schioppa T, Saccani A, Allavena P, and Sica A
(2004). Infiltration of tumours by macrophages and dendritic cells: tumour-

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[33

associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear phagocyrtes.
Novartis Found Symp 256, 137-145; discussion 146-138, 259-169.

Engelhardt JJ, Boldajipour B, Beemiller P, Pandurangi P, Sorensen C, Werb Z,
Egeblad M, and Krummel MF (2012). Marginating dendritic cells of the tumor
microenvironment cross-present tumor antigens and stably engage tumor-specific
T cells. Cancer Cell 21, 402—417.

Lindquist RL, Shakhar G, Dudziak D, Wardemann H, Eisenreich T, Dustin
ML, and Nussenzweig MC (2004). Visualizing dendritic cell networks i vivo.
Nat Immunol 5, 1243-1250.

Restifo NP, Spiess PJ, Karp SE, Mule JJ, and Rosenberg SA (1992). A nonimmuno-
genic sarcoma transduced with the cDNA for interferon y elicits CD8" T cells
against the wild-type tumor: correlation with antigen presentation capability.
] Exp Med 175, 1423-1431.

Zeelenberg IS, Ostrowski M, Krumeich S, Bobrie A, Jancic C, Boissonnas A,
Delcayre A, Le Pecq JB, Combadiere B, Amigorena S, et al. (2008). Targeting
tumor antigens to secreted membrane vesicles 77 vivo induces efficient antitumor
immune responses. Cancer Res 68, 1228-1235.

Boissonnas A, Fetler L, Zeelenberg IS, Hugues S, and Amigorena S (2007).
In vivo imaging of cytotoxic T cell infiltration and elimination of a solid tumor.
J Exp Med 204, 345-356.

Boissonnas A, Scholer-Dahirel A, Simon-Blancal V, Pace L, Valet F,
Kissenpfennig A, Sparwasser T, Malissen B, Fetler L, and Amigorena S (2010).
Foxp3™ T cells induce perforin-dependent dendritic cell death in tumor-draining
lymph nodes. Immunity 32, 266-278.

de Bruijn MF, Slicker WA, van der Loo JC, Voerman ]S, van Ewijk W, and
Leenen PJ (1994). Distinct mouse bone marrow macrophage precursors identified
by differential expression of ER-MP12 and ER-MP20 antigens. Eur ] Immunol
24, 2279-2284.

Sunderkotter C, Nikolic T, Dillon MJ, Van Rooijen N, Stehling M, Drevets
DA, and Leenen PJ (2004). Subpopulations of mouse blood monocytes differ in
maturation stage and inflammatory response. J Immunol 172, 4410-4417.
Biswas SK and Mantovani A (2010). Macrophage plasticity and interaction with
lymphocyte subsets: cancer as a paradigm. Nar Immunol 11, 889-896.
Condeelis ] and Pollard JW (2006). Macrophages: obligate partners for tumor
cell migration, invasion, and metastasis. Cel/ 124, 263-266.

Sica A, Larghi P, Mancino A, Rubino L, Porta C, Totaro MG, Rimoldi M,
Biswas SK, Allavena P, and Mantovani A (2008). Macrophage polarization in
tumour progression. Semin Cancer Biol 18, 349-355.

Allavena P, Sica A, Solinas G, Porta C, and Mantovani A (2008). The inflam-
matory micro-environment in tumor progression: the role of tumor-associated
macrophages. Crit Rev Oncol Hemarol 66, 1-9.

Caillou B, Talbot M, Weyemi U, Pioche-Durieu C, Al Ghuzlan A, Bidart JM,
Chouaib S, Schlumberger M, and Dupuy C (2011). Tumor-associated macro-
phages (TAMs) form an interconnected cellular supportive network in anaplastic
thyroid carcinoma. PLoS One 6, €22567.

Salem ML, Diaz-Montero CM, Al-Khami AA, El-Naggar SA, Naga O, Montero
AJ, Khafagy A, and Cole DJ (2009). Recovery from cyclophosphamide-induced
lymphopenia results in expansion of immature dendritic cells which can mediate
enhanced prime-boost vaccination antitumor responses iz vivo when stimulated
with the TLR3 agonist poly(I:C). J Immunol 182, 2030-2040.

Nakahara T, Uchi H, Lesokhin AM, Avogadri F, Rizzuto GA, Hirschhorn-
Cymerman D, Panageas KS, Merghoub T, Wolchok JD, and Houghton AN
(2010). Cyclophosphamide enhances immunity by modulating the balance of
dendritic cell subsets in lymphoid organs. Blood 115, 4384—4392.

Salem ML, Al-Khami AA, El-Naggar SA, Diaz-Montero CM, Chen Y, and Cole
DJ (2010). Cyclophosphamide induces dynamic alterations in the host micro-
environments resulting in a Fle3 ligand-dependent expansion of dendritic cells.
J Immunol 184, 1737-1747.

Schiavoni G, Sistigu A, Valentini M, Mattei F, Sestili P, Spadaro F, Sanchez M,
Lorenzi S, D’Urso MT, Belardelli F, et al. (2011). Cyclophosphamide synergizes
with type I interferons through systemic dendritic cell reactivation and induction
of immunogenic tumor apoptosis. Cancer Res 71, 768-778.

Salem ML, El-Naggar SA, and Cole DJ (2011). Cyclophosphamide induces bone
marrow to yield higher numbers of precursor dendritic cells iz vitro capable of
functional antigen presentation to T cells in vivo. Cell Immunol 261, 134-143.
Nakasone ES, Askautrud HA, Kees T, Park JH, Plaks V, Ewald AJ, Fein M,
Rasch MG, Tan YX, Qiu J, et al. (2012). Imaging tumor-stroma interactions
during chemotherapy reveals contributions of the microenvironment to resistance.

Cancer Cell 21, 488-503.



MCA-OVA
Ctrl CP

A Notumor
Ctrl

IFNy

CFSE

5 18- By e .
2 ® T
T s B
5 o 12 = %
b= g i
£0 EE
] S =
2T 6 T Zo
= . 27
S =4
ES =
S 0 0
S NotumarCtd CP Mo tumar Ctrl - CP

Figure W1. CP treatment increases priming of OTI T cells in draining
lymph node. (A) Representative CFSE dilution and IFN-y production
profile by CD45.1 OTI T cells in tumor draining lymph node (tdLN),
4 days after adoptive transfer into MCA-OVA tumor—bearing mice
treated or not with CP and tumor-free mice. Quantification of the
number of OTI T cells that have undergone more than three cell
divisions (B) and that are producing IFN-y (C), 4 days after adoptive
transfer in CP-treated (black) or untreated (white) mice. Bars repre-
sent mean = SEM of absolute numbers from at least nine mice of
three independent experiments.

MCA-OVA

Movie W1. TuDCs make dynamic interconnections within the tu-
mor parenchyma. Time-lapse TPLSM video showing YFP™ cells
(green) within an MCA-OVA tumor explanted from a CD11¢c-YFP
transgenic mouse.

Movie W2. Antigen-specific OTI/TuDC interactions within untreated tumors. Montage of two time-lapse TPLSM videos showing OTI-CFP
cells (cyan) and CD11¢-YFP™ cells (green) within an MCA-OVA tumor (left) and an MCA tumor (right), 4 days after adoptive transfer in the

absence of CP treatment.



Movie W3. Antigen-specific OTI/TuDC interactions within CP-treated tumors. Montage of two time-lapse TPLSM videos showing OTI-CFP
cells (cyan) and CD11c-YFP™ cells (green) within an MCA-OVA tumor (left) and an MCA tumor (right), 4 days after adoptive transfer in a
mouse treated with 100 mg/kg CP.

Movie W4. Volume rendering OTI/TuDC interactions. Montage of two time-lapse TPLSM 3D videos showing OTI-DsRed cell (red) and
CD11¢-YFP* cell (green) interactions within an MCA-OVA tumor before (left) and after (right) volume rendering.
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Movie W5. 3D reconstruction of volume rendering OTI/TuDC inter-  Figure W2. TuDCs cross prime OTI T cells. Representative dot plot
actions. TPLSM 3D reconstruction of 1-um z spacing stack showing  of CD69 expression and CFSE dilution profile of OTI T cells 3 days
OTI-DsRed cell (red) and CD11c-YFP™ cell (green) interactions within ~ after coculture with CD1 1c™ cells isolated from MCA-OVA tumors
an MCA-OVA tumor after volume rendering. (upper panels) or MCA tumors (lower panels) treated or not by CP.
Results are representative of two independent experiments.

Movie W6. Volume rendering of distinct OTI/TuDC interactions.
Time-lapse TPLSM 3D video showing different types of OTI-DsRed
(colored) and YFP™ (green) cell interactions after volume rendering.
Blue represents distant contact, purple represents confined con-
tact, and red represents stable contacts. OTI T cell track paths are
displayed in white.
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Figure W3. TILs interact with TuDCs of renal tumor. (A) EL4 tumor cells were inoculated i.v. into C57BI6 mice and survival was monitored.
Kaplan-Meier survival curve represents a pool of 13 mice of three independent experiments. (B) TPLSM image showing CD8"-DsRed
T cells (red), CD11c-YFP* cells (yellow), and autofluorescent renal tubules (purple) within an EL4-kidney tumor, 18 days after tumor cell
injection. Nucleus staining (blue) is performed by i.v. injection of Hoechst (50 ug in PBS) before imaging. White dashed line delimits
the healthy kidney and the tumor nodule. (C) Quantification of the proportion of OTI T cells interacting with YFP™ cells and the relative
frequency of the different types of OTI/YFP™ cell interactions. Bars represent mean + SD from eight different movies of three different
mice. Total T cells quantified is n = 334.

Movie W7. TIL and TuDC interactions in EL4-kidney tumor. Time- . S .
lapse TPLSM video showing CD8"-DsRed T cells (red) and CD11¢- _|'\_’.IOV'T W8. _?F;FI_ISTMceI_Iddynahmlcs n ccl;foleerenF'; rggmﬂs ff g)wecttsrﬁ)r.
YFP™" cells (yellow) within an EL4-kidney tumor, 18 days after rng obo° VIaRo Showing 2 P28 ed eeTs e, Lo e

T - . . L
i.v. injection. Nucleus staining (blue) of autofluorescent renal YFP™ cells (green), and collagen fibers (SHG signal in blue) within

tubules (purple) is performed by i.v. injection of Hoechst (50 ug) an MCA-OVA tumor, 7 days after adoptive transfer in a mouse
before imaging o treated with 100 mg/kg CP. OTI T cell track paths with a straight-

ness of >0.5 are in purple and those with a straightness of <0.5
are in white.



Movie W9. OTI T cell dynamics in different regions of the tumor.
Time-lapse TPLSM video showing OTI-DsRed cells (red), CD11c-
YFP™" cells (green), DAPI* dead cells (cyan), and collagen fibers
(SHG signal in blue) within an MCA-OVA tumor, 7 days after adoptive
transfer in a mouse treated with 100 mg/kg CP.



Résultats complémentaires

Si le réseau des TuDcs est faiblement affecté par le CP, nous avons observé que le
traitement par CP avait un fort impact sur le compartiment monocytaire. Nous avons montré
gu’a cette dose le CP induit une déplétion partielle des monocytes Ly6-Chigh (CD11b", Ly6-

C"&" Ly6-G’) suivie d’un rebond massif de ces cellules qui vont recoloniser la tumeur (Figure

34).
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Figure 34: le CP induit une reconstitution massive des monocytes Ly6C"e" dans la tumeur.

Les cellules tumorales MCA-ova sont injectées (s.c 2.10° cellules par souris), a j7 les souris sont
traitées ou non par le CP (i.p 100mg /kg). La tumeur est récupérée entre J1 et J7 post traitement.
Les populations monocytaires sont identifiées, quantifiées et comparées aux tumeurs non
traitées par le CP. Les carrés noirs représentent le nombre de monocytes dans les tumeurs de
souris traitées par le CP et les carrés blancs le nombre de monocytes dans les tumeurs de souris
non traitées.

(. high
Comme nous l'avons vu précédemment, les monocytes Ly6-C™®

expriment CCR2 et sont
sensibles a CCL2. Cet axe chimiokinique joue un réle central dans la sortie médullaire et le
recrutement périphérique des monocytes. Afin d’évaluer le réle de la sortie médullaire et de

I'infiltration intra tumorale des monocytes Ly6-Chigh

induite parchimiothérapie sur la
croissance tumorale, nous avons réalisé des expériences de croissances tumorales au sein de
souris CCR2”". Nous avons d’abord évalué la reconstitution et la mobilisation des monocytes
Ly6—Chigh 3 la suite d’un traitement au CP dans les souris CCR2”~ Nous n’avons pas constaté
de différence dans la reconstitution médullaire au sein des souris CCR27". Néanmoins, en

accord avec la littérature, nous avons observé une profonde diminution de la reconstitution

périphérique des monocytes Ly6-Chigh (Figure 35).
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Figure 35 : Accumultaion médullaire et faible reconstitution monocytaire périphérique dans les
souris CCR2"

Les cellules tumorales MCA-ova sont injectées (s.c 2.10° cellules par souris), 3 j7 les souris sont

traitées par le CP (i.p 100mg /kg). La moelle osseuse, les ganglions et la tumeur sont récupérés a
J12 et les monocytes Ly6-C™®" quantifiés.

La diminution du recrutement monocytaire est associée a une perte de l'efficacité anti-

tumorale induite par le traitement chimiothérapeutique et par le transfert de LTs spécifiques

dans les souris CCR2 7*(Figure36).

Jours Jours

Figure 36: Absence de l'efficacité anti tumorale du CP et du transfert adoptif de LTs OT1 dans les
souris CCR2 ™",

Les souris sont injectées par (s.c 2.10° MCA ovas). Sept jours plus tard les souris sont traitées par CP
(i.p 100 mg/kg) et recoivent ou non un transfert adoptif de lymphocytes OTI (i.v 5.10° 3j10).
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Ces résultats indiquent que I'efficacité chimiotérapeutique du CP nécessite la mobilisation

des monocytes Ly6-C"&"

médullaires et suggére donc un roéle anti-tumoral de cette
population en accord avec les résultats du groupe du Dr Berraondao (Medina-Echeverz and
Berraondo, 2012). Dans cette étude, la combinaison de CP et d’IL-12 aboutit a I’éradication
de 70% des tumeurs dans un modeéle de cancer colo rectal. La réponse anti tumorale est

associée 3 infiltration de la tumeur par des monocytes Ly6-C"e"

. De plus, ils montrent par
des tests d’activation au LPS que les cellules monocytaires issues des tumeurs traitées par le
CP+ IL-12 sécretent moins de molécules immunosuppressives (IL-10 et NO) que les cellules
monocytaires issues des tumeurs non traitées. Les CKs et cytokines produites par les cellules
monocytaires issues des tumeurs traitées ont un profil comparable a des macrophages de

type M1 en contraste avec un profil de type M2 observé pour les cellules monocytaires

issues des tumeurs non traitées.

Le recrutement des monocytes dans les différents tissus est un élément clé dans les
processus physiologiques et inflammatoires. La compréhension des mécanismes qui
gouvernent le trafic monocytaire représente un enjeu majeur dans le développement de
stratégies thérapeutiques ciblant cette population, ce qui concerne un grand nombre de
pathologies inflammatoires non exclusives du cancer dans les pays développés (e.g. maladies
cardiovasculaires, chocs septiques). Je me suis donc intéressé a la compréhension des

high

mécanismes qui gouvernent la mobilisation des monocytes Ly6-C a la suite d’un

traitement chimiothérapeutique.
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2-Etudes des mécanismes chimiokiniques impliqués dans la mobilisation
monocytaire au cours de la chimiothérapie

Les monocytes murins sont des cellules d’origine myéloide caractérisées notamment par une
expression différentielle des RCKs CCR2 et CX3CR1 au cours de leur maturation. L'implication

de CCR2 dans la sortie des monocytes Ly6—Chigh

de la moelle vers le sang est relativement
bien caractérisée. En revanche, bien que CX3CR1 soit induit dans la maturation des
monocytes et impliqué dans un certain nombre de fonctions cellulaires des populations non-
classiques telles que la survie, I'adhérence, le crawling dans la lumiéere vasculaire, son réle
dans le trafic des monocytes classiques ou inflammatoires est peu documenté. Notre travail
a consisté a étudier le role de CCR2 et de CX3CR1 dans la rétention et la mobilisation des

monocytes médullaires dans un modele murin de reconstitution myéloide induite par

chimiothérapie.
Principaux résultats

Le cyclophophamide est un agent alkylant qui induit une déplétion profonde et transitoire
des cellules myéloides (Salem et al., 2010). Nous avons montré que le traitement au CP
induit une déplétion transitoire des cellules myéloides suivie d’'une reconstitution massive
des réservoirs de monocytes médullaire et splénique (article 2, figurel). Pour ce faire, nous
avons, sur une période de 12 jours, suivi la cinétique de renouvellement des 2 sous
populations monocytaires suite a I'administration de CP. Durant les trois premiers jours qui
suivent le traitement, les monocytes médullaires et périphériques sont déplétés. Nous

high médullaires

avons observé, en paralléle, une forte prolifération des monocytes Ly6-C
durant cette période (article 2, figureS-1A). Au cinquiéme jour, le nombre de monocytes des
compartiments médullaires sanguins et médullaires est normalisé. Au septieme jour, on

high

observe une stabilisation du nombre de monocytes Ly6-C™=" médullaires corrélée a une

accumulation des monocytes Ly6—Chigh

dans le sang et la rate suggérant une sortie des
monocytes médullaires. Enfin a J12, le nombre de monocytes est proche des valeurs

observées avant le traitement au CP dans les trois compartiments étudiés.

Nous avons ensuite comparé la reconstitution monocytaire dans les souris sauvages et les
souris déficientes pour les RCKs CCR2 ou CX3CR1 afin d’évaluer leur réle au cours de la

reconstitution monocytaire (article 2, figurel). Durant les trois premiers jours post
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traitement la déplétion des monocytes s’est avérée identique au sein des trois souches de

souris étudiées.

Au cinquieme jour, 'accumulation de monocytes médullaires est équivalente aux souris non
traitées au sein des souris WT et CCR2. Cependant, nous avons observé une légéere

high

diminution du nombre de monocytes Ly6-C™" médullaires au sein des souris CX3CR1 par

rapport aux souris WT. Cette diminution est corrélée a une augmentation significative de la

high

mobilisation des monocytes Ly6-C™" dans le sang comparée aux souris WT et CCR2. En

accord avec le role de CCR2 dans la sortie des monocytes inflammatoires de la moelle, nous

high

avons mis en évidence une légere accumulation des monocytes Ly6-C™" au sein des souris

CCR2”" observable sept jours apres traitement. Le défaut de sortie des monocytes Ly6—Chigh
au sein des souris CCR2”" se traduit par une profonde diminution de mobilisation de cette

population comparée au souris sauvages et CX3CR17".

high

Au septieme jour post traitement, le nombre de monocytes Ly6-C"®" sanguin est équivalent

au sein des souris WT et CX3CR1”". Au niveau splénique, nous avons observé une forte

augmentation de I'accumulation des monocytes Ly6-Chigh

au sein des souris CX3CR1 comparé
aux souris WT, ces monocytes provenant essentiellement des monocytes mobilisés dans le
sang mais aussi de la prolifération locale de ces cellules (article 2, figureS1B). Nous avons

high Ju sein des souris

ainsi mis en évidence une mobilisation accrue des monocytes Ly6-C
CX3CR1 comparée au souris WT et CCR27 suggérant que CX3CR1 est impliqué dans la

mobilisation des monocytes.

Afin d’évaluer plus précisément le role de CX3CR1, nous avons évalué |'expression de
CX3CR1 sur les monocytes ainsi que I'expression de CX3CL1 sur les cellules endothéliales et
stromales médullaires durant la reconstitution monocytaire déclenchée par le CP au sein de
souris WT. Nous avons mis en évidence une diminution de I'expression de CX3CR1 sur les
monocytes (article2, figure3A-B) ainsi qu’une diminution de I'expression de son ligand a la
surface des cellules endothéliales et stromales médullaires (article2, figureS3A-B). Nous
avons montré, par le biais de test d’adhérence cellulaire, que la diminution d’expression de
CX3CR1 est corrélée a une diminution spécifique de I'adhérence CX3CL1-dépendante des

cellules médullaires ex vivo (article2, figure3C). Ces résultats suggerent que CX3CR1
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contribuerait a la rétention des monocytes dans la moelle osseuse au cours de la

reconstitution.

Afin de valider cette hypothese, nous avons mis au point un systéme expérimental pour
visualiser au niveau de la moelle de I'os calvarien, et en temps réel par microscopie
biphotonique, la dynamique monocytaire au cours des différentes phases de la
reconstitution monocytaire sur la souris « MacBlue » (Hume, 2011) qui expriment un
reporter fluorescent CFP sous contrdle de promoteurs Csf1R (article2, figure4). Au cours de
la reconstitution, le comportement global des cellules change reflétant une redistribution
dans les différents compartiments au cours du temps (article2, figure5). En absence de
CX3CR1 la mobilité des cellules semble accrue dans la moelle osseuse en accord avec une
diminution de I'adhérence (article2, figure6). Finalement, I'utilisation d’un antagoniste de

CX3CR1 a confirmé son role sur la mobilité des cellules monocytaires (article2, figure7).

L'imagerie in vivo de la moelle osseuse combinée a I'administration d’un antagoniste de
CX3CR1 nous a permis de montrer un roéle spécifigue de CX3CR1 dans le crawling
endothéliale et le confinement des cellules monocytaires au niveau des sinus médullaires et
du parenchyme. Nos résultats montrent le role de CX3CR1 dans le processus de mobilisation

monocytaire.

Ces résultats sont présentés ci-aprés en détail dans I'article 2: « CX3CR1 controls the release
of medullar Ly6Chigh—monocytes during cyclophosphamide-mediated myelorestoration. »

soumis pour publication dans le journal « Blood ».
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Abstract

The chemokine receptor CCR2 controls the release of Ly6C"9" monocytes from the
bone marrow and their recruitment to sites of inflammation. A second chemokine
receptor, CX3CR1, is differentially expressed on monocyte subsets. We examined
the role of CX3CR1l in monocyte trafficking during the recovery phase after
cyclophosphamide (CP)-induced myeloablation and observed that, in the absence of
CCR2, Ly6C"™" monocytes accumulated in the bone marrow and peripheral
reconstitution was severely impaired compared to wild-type (WT) mice. Contrastingly,
in the absence of CX3CR1, Ly6C"" monocytes accumulated less rapidly in the
marrow but recovered faster in the blood and were more recruited into the spleen,
suggesting opposite action between CCR2 and CX3CR1 in the myelorestoration.
During the recovery phase, marrow medullar monocytes displayed lower CX3CR1
expression and reduced their adherence to coated CX3CL1. Intravital imaging of the
bone marrow showed that CP treatment impacts monocyte trafficking between the
parenchyma and the vasculature. Medullar monocytes in CX3CR1” mice, and mice
treated with a specific antagonist of CX3CR1, displayed increased mean velocity and
displacement and reduced their arrest coefficient compared to WT mice. This study
indicates that CX3CR1 contributes to the retention of Ly6C"" monocytes in the bone

marrow and thereby controls their release.



Introduction

Monocytes are myeloid-derived cells that belong to the mononuclear phagocyte
system *. They arise from hematopoietic stem cells in the bone marrow, are released
into the bloodstream and colonize peripheral organs in normal and inflammatory
conditions ? where they differentiate into macrophages or dendritic cells with multiple
functions in homeostasis, and innate and acquired immunity %5 The alkylating agent
cyclophosphamide (CP) is a common chemotherapeutic drug known to adversely
cause transient ablation of mature myeloid cell populations ®®. The recovery phase
following CP treatment provides a model of clinical relevance in which to study the
processes that control monocyte trafficking.

The migration of myeloid cells is controlled by specific chemoattractants called
chemokines. Subsets of monocytes in the mouse, defined by the expression of
hematopoietic cell differentiation antigen Ly6C, also differ in their expression of the
chemokine receptors CCR2 and CX3CR1 >°. Monocytes accumulate in the bone
marrow of mice lacking CCR2 and fewer circulating monocytes and monocyte-
derived populations are detected in peripheral organs '°**. These findings implicate
CCR2 in the egress of monocytes from the bone marrow. CCR2 is also required for

the early phase of monocyte recruitment to an inflammatory site **

, although this
recruitment later becomes CCR2-independent *°.

The level of CX3CR1 on monocytes increases with maturation in the marrow and
correlates inversely with the Ly6C marker and with CCR2 in the blood. The ligand of
CX3CR1, CX3CL1, can be presented either in a soluble form with potent

chemoattractive activity ** or a membrane-anchored form giving rise to a very strong

adhesive activity ', CX3CR1 may contribute to cell recruitment during



inflammation through either chemotactism **° or adhesion ?>#. In addition, CX3CR1
is required for monocyte crawling or “patrolling” in the lumen of the blood vessels .

In the current study, we examined the expression and function of CX3CR1 during
monocyte recovery after CP-induced myeloablation. We further developed an
intravital imaging approach of calvaria bone tissues to examine the role of CX3CR1
in cell motility within the bone marrow. The results indicate a complex interplay
between CCR2 and CX3CR1 in the control of monocyte release from the bone

marrow.



Material and methods

Mice

Balb/c mice were purchased from Elevage Janvier (Le Genest, Saint Isle, France).
CCR2" and CX3CR1” Balb/c mice, CX3CR1-GFP-Kin (CX3CR1%"* and
CX3CR19P9") 2 and Csflr-Gal4VP16/UAS-ECFP (MacBlue) ** mice were bred in
the animal facility, Nouvelle Animalerie Commune, Pitié-Salpétriere. All mice were
used between 8 and 12 weeks old. All experiment protocols were approved by the

local animal experimentation and ethics committee guidelines.

Chemotherapeutic treatment
For all experiments, mice were treated or not (NT or Day 0) with a single
intraperitoneal injection of Cyclophosphamide (CP) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin

Fallavier, France) at 175 mg/Kg reconstituted in 0.9% saline.
Flow cytometry

Flow cytometry was performed using a LSRIl (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) for
acquisition and analysis was performed using FlowJo software (Tree Star, Inc,
Ashland, OR, USA). Blood was drawn and directly stained with antibodies. Bone
marrow cells were harvested by flushing out thighbones or mashing skull bones in
PBS with 0.5% of bovin serum albumin (BSA). Spleen cells were filtered using 70um
cell strainer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Surface staining was performed
by incubating 50ul of cell suspension (1/120" of the total organ) with 1ug/ml purified
anti-CD16/32 (2.4G2, BD Biosciences) for 10min at 4°C to block Fc-mediated binding
and for an additional 20min with appropriate dilution of specific antibodies (see

supplementary information). After incubation, cell suspensions were washed once in



PBS 0.5% BSA. For cell cycle staining, after surface staining, cells were fixed using
Lyse / fix buffer kit (BD Biosciences) for 10 min, washed twice and incubated for 20
min in perm/wash solution. Cells were washed once in PBS. Subsequent DNA
staining was performed by incubating the cells with 2uM Topro-3 iodide (Life
Technologies, Saint Aubin, France) and 50ug/ml of ribonuclease A in PBS. After 1

hour, cell suspensions were directly analyzed by flow cytometry.
Adoptive transfer experiment

Bone marrow monocytes were isolated from CX3CR1%""* and CX3CR19"9" mjce 5
days after CP treatment and were labeled in PBS with Hoechst 33342 (3uM) and
CMTMR (10uM) respectively. Then cells were co-transferred into C57BI6 recipient
mice treated by CP 2 days before. Bone marrow (1 thighbone), blood and spleen of
recipient mice were harvested 20h after adoptive transfer and the percentage of
transferred monocytes was calculated by counting the absolute number of

GFP*Hoechst” and GFP'CMTMR" cells recovered in each organ and per ml of blood.
CX3CRL1 staining

Bone marrow cells from CX3CR1%""* and CX3CR1%"9" mice were harvested and
1/10™ of the cell suspensions were incubated in 96 round-bottom well plate in RPMI
(Gibco, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with antibiotics and 10%
fetal calf serum (FCS) in the presence of 100nM human CX3CL1-Alexa647 (Almac
Group, Craigavon, United Kingdom) for 1 hour at 37°C. Cells were washed twice in
PBS-BSA 0.5% and directly analyzed by flow cytometry. Results are expressed in
mean fluorescent intensity of Alexa-647 gated on GFP'" population as previously

performed with CX3CL1-Fc .



Cell Adhesion Assays

25nM full-length CX3CL1-His (R&D Systems, Lille, France) was adsorbed overnight
to flat bottom 96 well microtiter plates (Nunc A/S, Roskilde, Denmark) at 4°C in 50ul
of 25mM Tris pH8, 150mM NaCl. Well surfaces were then blocked for 2h at room
temperature with 1% non-fat milk in the same buffer. For adhesion assays, bone
marrow cells from CX3CR1%""* or CX3CR1%"9" mice were resuspended in Ca-Mg-
free PBS and 5x10° total cells were added per well and incubated at room
temperature. For blocking experiments, before adhesion, cells were treated for 15min
at room temperature with 500nM CX3CL1, CCL2 (Peprotech-Levalloi-Perret, France)
or CX3CL1 antagonist protein (F1), (kindly provided by A. Proudfoot, Merck-
Serono). After 45min wells were washed to remove non-adherent cells as described
previously %. A wide-field picture of each well was captured using a Nikon AZ100
macroscope with FITC filter set. The percentage of GFP® adherent cells was
calculated as a ratio of the total number of GFP™ adherent cells to the total number of
GFP" cells loaded in each well, determined by flow cytometric analysis for each

condition.



Results
CX3CR1 and CCR2 have opposite actions in Ly6C™"" monocyte recovery after

myeloablation.

In order to investigate the mechanism of myelorestoration, wild type (WT),
CCR2" and CX3CR1" Balb/c mice were treated with a single dose of CP
(175mg/kg). The numbers of cell of different myeloid subsets were monitored in the
bone marrow (Figure 1A and Figure S1), the blood (Figure 1B and Figure S1) and
the spleen (Figure 1C and Figure S1) of Balb/c mice at different time point before
and after CP treatment. The CD11b* Ly6C"9"Ly6G™ populations represented the
immature or inflammatory monocytes (Figure 1). This population expressed CCR2,
CD115 and F4/80 (data not shown). The CD11b* Ly6C"°"Ly6G™ population was more
heterogeneous (Figure S1). The levels of all surface markers varied in different
tissues reflecting variation among mature monocytes and subsets of macrophages.
Finally, the CD11b* Ly6C"Ly6G" represented neutrophils 2’ (Figure S1). Within 24
hours, treatment with CP almost completely ablated the Ly6C"®" monocyte subset in
the bone marrow (Figure 1A), the blood (Figure 1B) and the spleen (Figure 1C) in
all three mouse strains. In the bone marrow of WT mice, monocytes number
recovered by day 5 with an apparent overshoot of the number at steady state
(24.8+7x10% at day 0 versus 45+22x10* cells/thighbone at day 5, p<0.05), which was
maintained until day 12 (Figure 1A). Consistent with the role of CCR2 in
inflammatory monocyte egress, Ly6C™"™" monocyte accumulation was somewhat
greater by day 7 in the CCR2” mice (49.8+3.6x10* versus 67.6+6.1x10*
cells/thighbone in WT and CCR2” respectively) (Figure 1A). By contrast, in
CX3CR1" mice there was significant reduction in the number of Ly6C"" monocytes

in the bone marrow at day 5 after CP treatment (45+22x10* compared to 25+4.7x10*



cells/thighbone in WT and CX3CR1™" respectively) (Figure 1A). The recovery phase
in the bone marrow was associated with a rebound in the blood (Figure 1B) and the
spleen (Figure 1C). Consistently, CCR2 deficiency resulted in a substantial defect in

the number of Ly6C"™" monocytes in the blood and the spleen .

Conversely,
CX3CR1 deficiency led to an increased accumulation of Ly6C"9" monocytes at day 5

in the blood (Figure 1B) and day 7 in the spleen (Figure 1C).

The Ly6C"" populations were also ablated by CP treatment, and recovered in
the bone marrow and the spleen by day 7 and accumulated by day 12 (Figure S1A).
The recovery was similar in the absence of CCR2 and CX3CR1 except that the
accumulation in spleen was reduced in CCR2” mice, which may reflect a role for
Ly6C"9" cells as progenitors (Figure S1A right). Finally, neutrophil reconstitution
was also similar in all mouse strains (Figure S1B), showing that the effects of CCR2-

and CX3CR1-deficiency were restricted to Ly6C"9" monocytes.

The difference observed in the recovery phase of the Ly6C"¥" monocytes
could be related to differential proliferation rates between mutant mice. Nevertheless,
the number of cycling Ly6C"™" monocytes was similar in the bone marrow of mutant
and WT mice (Figure S2A). By contrast, the proportion of cycling cells at day 1 was
considerably lower in the CCR2” mice (21+2% in CCR2” and 61+2.4% in WT mice),
which can be attributed to the impaired egress of non-cycling monocytes (Figure
S2A). The proportion of cycling Ly6Chigh monocytes in the spleen was very low
compared to the bone marrow during the recovery phase (1.3% at day 5 and 3.6% at
day 7), increased at later time point (23% at day 12) but was the same in the

CX3CR1" mice (Figure S2B).



In conclusion, CP treatment induces a systemic ablation of myeloid subsets
because of the rapid turnover of these populations %. This depletion is followed by
increased rate of Ly6C™" monocyte proliferation, egress from the marrow and
peripheral replenishment. Our data confirm the known role of CCR2 in this process

but indicate an unexpected opposing function of CX3CRL1.

CX3CR1 reduced medullar Ly6C"" monocytes release into the bloodstream.
Splenic recruitment of Ly6C*(Grl") monocytes into the spleen is partially
CX3CR1-dependent after irradiation or infection but CX3CR1-independent in the

125 suggesting that Ly6C"" monocytes accumulation was linked to

steady state
higher frequency of blood monocytes released from the marrow in CX3CR1™” mice.
To address this question, we first used CX3CR19"* and CX3CR19"9" reporter lines
23 and monitored the two monocyte subsets based on GFP expression (Figure 2A).
Consistent with the results above, CX3CR19"%" mice had greater recovery of
CX3CR1"°"Ly6C"9" monocytes in blood and the spleen than CX3CR19"* mice after
CP ablation and the CX3CR1""Ly6C"*" subset was similarly affected (Figure 2B).
We next transferred CX3CR1%* labelled with Hoechst and CX3CR19%d"
bone marrow cells labelled with CMTMR L.V. into CP-treated mice and looked at the
proportion of monocytes infiltrating the bone marrow and the spleen (Figure 2C).
CX3CR19"* and CX3CR19"9" monocytes from the blood colonized the bone marrow
and the spleen equally. Accordingly, we hypothesised that CX3CR1 expression

constrains the release of medullar Ly6C"" monocytes into the bloodstream after CP

treatment.

CP treatment reduced CX3CR1-dependent adherence of marrow monocytes.

10



CX3CR1 activity in the marrow would depend upon the presence of its ligand.
The presence of the membrane bound form of the ligand CX3CL1 was examined with
a goat antibody against rat CX3CL1 using flow cytometry of isolated bone marrow
cells. Specific staining was detected on both CD45CD31" stromal cell populations
and CD45CD31" endothelial cell populations (Figure S3A). The number and
frequency of CX3CL1l-expressing cells decreased transiently following CP
administration and recovered by day 5 (Figure S3B). Contrastingly soluble CX3CL1
in the serum was not modified by CP treatment (Figure S3C).

CX3CR1 expression on bone marrow monocytes was also transiently modified
after CP treatment. Green fluorescent protein (GFP) mean fluorescence intensity
(MFI) on both subsets of monocyte was reduced at day 3 and start to recover by day
5 on Ly6C"" monocytes (Figure 3A). To confirm the loss of CX3CR1 function in
response to CP, we used CX3CL1 conjugated with Alexa-647 to stain the receptor
(Figure 3B) as previously performed . Membrane CX3CR1 staining was lower at
day 3 and 5 after CP treatment, compared to untreated mice. Specificity of the
detection was confirmed by the absence of signal in CX3CR19"%" mice. The
adherence of monocytes to CX3CL1 was also strongly reduced following CP
treatment (Figure 3C). We conclude that CP treatment induces a strong local
modulation of both receptor and the membrane anchored form ligand within the

CX3CR1 axis in the bone marrow.

Comparative imaging of CX3CR1%"* and MacBlue mice
To understand the function of CX3CR1 in monocyte trafficking in the marrow,
we developed intravital imaging of the skull-bone marrow using two different mouse

strains: the CX3CR19"* mouse % and the MacBlue transgenic mouse ?*%°. GFP* and

11



CFP* cells were located in similar areas, the GFP* cells in CX3CR1%""* mice were
larger with numerous dendritic-like structure whereas CFP™ cells of MacBlue mice
were mainly rounded (Figure 4A). GFP" cells in the CX3CR1%""* line include RANK-
positive cells able to differentiate into mature osteoclasts *°. On FACS profiling, all
CFP* marrow cells from a MacBlue-CX3CR1%""* mouse were GFP* but around 22%
of GFP™ cells were CFP’, confirming that cell populations are not fully overlapping
(Figure 4B). Ly6C"9" monocytes were CFP*/GFP”, as expected from the profile on
circulating monocytes % but the level of GFP was considerably less intense than the
CFP, which is amplified in the MacBlue mouse (Figure 4B). In addition, the level of
CFP was not down-regulated after CP treatment (Figure 4C). Hence, the MacBlue
mice provide a better model than the CX3CR1%""* mice with which to monitor the

behavior of medullar monocytes.

CP treatment induced monocyte redistribution in the bone marrow.

Different bone marrow compartments were initially distinguished through
microvasculature staining by I.V. injection of rhodamine-dextran. Areas outside the
microvasculature were representative of bone marrow parenchyma 3. We thus
analyzed CFP" cell dynamics in these distinct regions of the bone marrow tissue.
Representative wide fields of skull-bone marrow tissue illustrate the cell density in the
parenchymal region before and after CP treatment (Figure 5A and Video 1). The
proportion of Ly6C"" monocytes among CFP” cells is indicated in the associated dot
plot. Following CP treatment, the massive CP-mediated ablation of CFP™ monocytes
was evident. From day 1 to day 3, the parenchyma was denuded of cells; however
numerous non-motile blastic cells became detectable (Figure 5A and Video 1).

Ly6C"" monocytes represented a lower proportion of CFP* cells at these time points

12



confirming their preferential elimination. By day 5, the proportion of Ly6C""
monocytes increased and cells reappeared in clusters (Figure 5A and Video 1).
Time lapse imaging showed that at day 7, consistent with the accumulation observed
by flow cytometry, the density of cells was so high that distinction between cells was
difficult. To follow the migration of the monocyte compartment after ablation and
during the recovery phase, we performed automatic 3D tracking of individual CFP”
cells and compared the distribution of cell velocity as a function of cell straightness at
different time point after CP treatment. Quadrant defined the median value of cell
velocity (2um/min) and the median value of cell straightness (0.25) at steady state in
parenchyma. In the steady state, most CFP" cells were relatively sessile, 58% with a
slow mean velocity (<2pum/min) and 48% with reduced straightness (<0.25) (Figure
5A). The proportions of these motility classes changed only marginally following CP
administration, despite the large changes in cell numbers.

Representative fields of skull bone marrow vessels illustrate the cell density in the
vasculature before and after CP treatment (Figure 5B and Video 2). Monocytes in
vascular areas of untreated mice displayed higher median velocities (4um/min) and
more directed migration (median straightness=0.5) from those in the parenchyma
(Figure 5B). Cells could be arrested, slowly motile or crawling on the endothelium
(Video 3). After CP treatment, the proportion of very motile monocytes (53% with a
mean velocity>4um/min) diminished by day 1 (40%) and further by day 3 (29%),
consistent with the clearance of monocytes from the bloodstream. Very motile
monocytes in the vasculature started to reappear by day 5 (41%) when cell egress
became evident. In addition, cells accumulated in the vicinity of microvasculature
(Video 2), apparently adhered for several minutes to the abluminal side of the

vessels, and then following transendothelial migration, rapidly disappeared in the
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blood flow (Video 4). In summary, after CP treatment, monocytes were mostly
depleted in parenchymal area of the bone marrow and the vasculature. During the
recovery phase, monocytes redistributed in the whole parenchyma, formed
proliferating clusters and reconstituted the medullar compartment. They subsequently

accumulated in the vicinity of blood vessels and egressed toward the bloodstream.

CX3CR1 reduced monocytes motility in the bone marrow.

We next compared the motility of monocytes in MacBlue CX3CR19P/9" and
MacBlue mice in the steady state and during the recovery phase (Figure 6A, video
5). Prior to CP administration, in both the parenchyma and the vasculature, mean
velocity and cell straightness were higher and arrest coefficient was lower in the
absence of CX3CR1 consistent with lower cell adherence (Figure 6B). The
differences were retained following CP administration. Mean velocity and cell
straightness were significantly higher and arrest coefficient lower in the absence of
CX3CR1 in both the parenchymal areas and the vasculature (Figure 6B).

To confirm the function of CX3CR1 in marrow monocytes, we used the
polypeptide antagonist of CX3CR1 (F1) * in combination with live imaging. An in
vitro cell adhesion assay (as described Figure 3C) showed that soluble F1 impaired
cell adhesion of CX3CR1" cells to fixed CX3CL1 in vitro (Figure S4A). To study the
impact of the antagonist in vivo, we employed the hydrodynamic-based in vivo
transfection procedure described by Liu et al ** to deliver a plasmid encoding F1
conjugated with the mouse IgG2aFc domain (Ig) *?, which increases in vivo stability
of the chemokine. In this experimental system, systemic expression of IgF1 was
detected for at least three days after transfection (Figure S4B). Transfection of the

IgF1 or Ig control plasmid was performed three days after CP treatment and the
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effect was examined two days later on MacBlue mouse (Figure 7A, Video 6).
Consistent with the results obtained in the absence of CX3CR1, CFP” cells increased
their mean velocity and their straightness and decreased their arrest coefficient in
both the parenchyma and the vasculature of the bone marrow, consistent with
reduced adhesion to CX3CL1" stromal and endothelial cells (Figure 7B).

We conclude that CX3CR1 increases monocyte arrest, which limits their
trafficking in the different bone marrow compartments consistent with a reduced

release into the bloodstream.
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Discussion
Ly6C* monocytes are a relatively short-lived population in mouse peripheral blood.

3 suggested that

Previous studies using monocyte ablation with toxic liposomes
ly6C" cells are immature, and the marker is down-regulated as they mature in the
circulation. As reviewed by Geissman et al. °, adoptive transfer experiments suggest
that these cells can also traffic back into marrow. A recent study demonstrated that
the maturation of Ly6C* monocytes requires CSF-1 receptor signaling *. Monocyte
production, egress from the marrow, circulating half-life, entry into tissues, local
proliferation, and eventual death are all regulated processes that contribute to their
many functions in health and disease %%°*°38_ Although monocytic cell recovery and
mobilization after CP treatment is not physiological, it is clearly relevant to recovery
post chemotherapy in human patients.

The novel feature of this study was the demonstration of the function of
CX3CR1/CX3CL1 axis in the control of release of Ly6C"9" monocytes. This function
was not expected, because the level of CX3CR1 increases with maturation, and the
CX3CR1-EGFP reporter is substantially increased in the mature Ly6C'"" population.
In CX3CR1" mice, Ly6C"™" monocyte release was increased resulting in monocyte
accumulation into the spleen, whereas accumulation of Ly6C'" subsets was similar
in WT and CX3CR1” mice. By contrast, neutrophil release following CP
administration was unaffected in CCR2”" and CX3CR1” mice compared to WT, so
the function of CX3CR1 is specific to monocytic cells that express low levels of the
receptor. The Ly6C"°" subset represents a very heterogeneous population including
resident monocytes, dendritic cells and macrophages differentiated from the Ly6C""
subset °. Ly6C"™" subset accumulation in the spleen after CP treatment correlated

with the reduction in the Ly6C™" monocytes, reflecting a role for this last as
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progenitors. The increased accumulation might be observable on Ly6C"9" monocytes
only because of the balance between CCR2-dependant egress and CX3CR1-
mediated retention. Thus, the relative expression of CCR2 and CX3CR1 may control
the trafficking of the different subsets. In addition, it is difficult to determine whether a
defect in the survival of Ly6C"" populations due to CX3CR1 deficiency could reduce

the accumulation of this subset %

. CP treatment induced a disruption of the
CX3CR1/CX3CL1 axis through both CX3CL1-expressing cell elimination and
CX3CR1 down regulation. Interestingly we did not detect any variation in
concentration of serum CX3CL1, suggesting that increased release is linked to
reduced anchored CX3CL1-mediated retention or recapture in the marrow rather
than soluble CX3CL1-mediated chemotaxis. Indirectly, this disruption could impact

the survival of macrophages **°

that participate in the retention of hematopoietic
stem cell retention through the CXCR4 axis “*°. The relative importance of the
survival, adhesive and chemotactic properties of CX3CR1 may be determined
through further investigation. CX3CR1 has been shown to be involved in the
recruitment of monocytes into the spleen during Listeria infection and after irradiation
but not in steady state . Co-transfer of CX3CR1%™* and CX3CR1%"9" hone marrow
monocytes in the context of CP treatment showed no differences in splenic homing.
The first conclusion is that CX3CR1 is not required to enter the spleen after CP
treatment as well as in steady state. As a consequence, the increased accumulation
observed in CX3CR1” mice is due to increased released from the bone marrow
toward the blood. Local proliferation of Ly6C"®" monocytes could contribute also to
their accumulation within the spleen to reconstitute the secondary reservoir 3284142,

However, cell cycle analysis in CX3CR1” mice was similar compared to WT mice,

which confirmed that the increased accumulation observed between day 5 and 7
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could not be attributable to increased rate of cycling in CX3CR1” mice. Previous
studies have shown that CCR2 is essential for egress of monocytes from bone
marrow and their recruitment to an inflammatory site after treatment with
intraperitoneal thioglycollate ** or LPS “*. By contrast, we found no effect of CX3CR1
deficiency on the depletion of ly6C"™" monocytes from the marrow or blood in
response to thioglycollate (data not shown) suggesting that CCR2-mediated
recruitment overrides the function of CX3CR1 in retention.

In vivo imaging using two-photon microscopy has provided new insights into
the behavior of these highly motile cells, but the marrow compartment has been
difficult to access. Previous studies used the CX3CR1-EGFP reporter to examine the
migration of osteoclast precursors during bone remodeling 331, In the present study,
the use of MacBlue mice permitted effective imaging of the behavior of monocytes
within different marrow compartments and showed that monocyte redistribution
between these compartments correlated with CX3CR1 down-modulation. Genetic or
pharmacological CX3CR1 invalidation increased monocyte mobility in the
parenchymal and vascular regions of the bone marrow confirming its implication in
monocyte adherence to CX3CL1-expressing cells in untreated as well as CP-treated
mice and suggesting that CX3CR1 controls monocyte trafficking also in the steady
state.

In conclusion, we have used a novel approach to demonstrate the function of
the CX3CR1/CX3CL1 axis in the mobilization of monocytes after a chemotherapeutic
treatment. Modulating the rate of cell mobilization during the myelorestorative phase
by combining therapeutic regimens targeting the CX3CR1 axis could contribute to

recovery from a range of insults and to effective host defense.
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Figure Legends

Figure 1. CX3CR1 and CCR2 have opposing actions in monocyte recovery after

myeloablation.

Representative dot plots previously gated on CD11b" cells indicate the gating
strategy for Ly6C"9" monocyte subset from the bone marrow (A), the blood (B) and
the spleen (C) (percenttSD of gated subset from untreated mice are indicated).
Kinetic of Ly6C"™" monocyte recovery after CP treatment (175mg/kg) in Balb/c
(empty), CCR2” (grey) and CX3CR1" (black) mice was monitored. DO corresponds
to untreated mice. Graph represents absolute number+SEM of Ly6C"9" monocytes
after CP treatment in bone marrow, blood and spleen. (n=6 to 15 mice for each time
point out of at least three independent experiments. Two way ANOVA with Bonferroni
comparison post-test was performed, Statistical significances between WT and

knock-out strains are indicated).

Figure 2. CX3CR1 reduced medullar Ly6C"" monocytes release into the

bloodstream.

(A) Representative dot plots previously gated on CD11b" cells indicate the gating
strategy in the bone marrow, the blood and the spleen for Ly6C""- and Ly6C""-
myeloid subsets based on CX3CR1 expression using CX3CR1%"" mice. (B) Bars
represent absolute numbertSEM of the two monocyte subsets before and 5 days
after CP treatment in bone marrow, blood and spleen of CX3CR1%"* and
CX3CR19"9" mice. (n= at least 9 mice for each time point pooled from three
independent experiments, a one-way ANOVA with bonferroni comparison post-test
was performed. (C) Bone marrow cells from CX3CR19P* and CX3CR19P9" mice
were harvested 5 days after CP treatment, labeled with CMTMR and Hoechst
respectively and grafted into C57BI6 recipient mice 2 days after CP treatment. The
day after bone marrow, blood and spleen were harvested and the percent of
transferred cells recovered was calculated for each organ and per ml of blood. Dot

plots indicate the gating strategy of transferred cell recovery.

Figure 3. CP treatment reduced CX3CR1-dependent adherence of marrow

monocytes.
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(A) Dot plots represent Ly6C and GFP expression gated on CD11b*Ly6G™ cells on
both bone marrow monocyte subsets at different time points after CP treatment of
CX3CR1%"* mice. Mean GFP MFI+SD is indicated (n=5 to 10 mice per time point out
of three independent experiments, a one-way ANOVA with Bonferroni comparison
post-test was performed). (B) Representative histogram plot overlay of CX3CL1-
Alexa647 expression gated on bone marrow GFP” cells in each indicated conditions.
GFP""expressing cells corresponding to Ly6C'®" monocytes have been excluded
from the gating. Graph represents mean+SEM of the CX3CL1-Alexa647 MFI in each
condition (n=5 to 9 different mice out of 4 independent experiments, one-way ANOVA
with Bonferroni comparison post-test was performed). (C) Graph represents
mean+SEM of the percentage of adherent GFP* bone marrow cells on CX3CL1-
coated well from CP-treated or untreated CX3CR1%"* and CX3CR1%"9" mice. To
evaluate adherence specificity to coated CX3CL1, cells have been previously
incubated or not with soluble CX3CL1. GFP" adherent cells on uncoated wells have
been subtracted for each condition. (data are collected from triplicate out of two
independent experiments, a one-way ANOVA with Bonferroni comparison post-test

was performed)
Figure 4. Comparative imaging of CX3CR1%""* and MacBlue mice

(A) Representative Two-photon laser scanning microscopy (TPLSM) images of
mouse skull bone tissues from CX3CR1%"* and MacBlue mice. GFP* cells appear in
green, CFP" cells appear in cyan, microvasculature was visualized using rhodamine-
dextran (red). Bone matrice is visualized by second harmonic generation (blue). (B)
Representative dot plots of GFP and CFP co-expression and CD11b, Ly6C, Ly6G
expression gated on the indicated populations from MacBlue-CX3CR19"* mouse
(Mean percentagexSD from n=6 different mice pooled from two independent
experiments are indicated) (C) Impact of CP treatment on GFP and CFP expression

on skull bone marrow total cell from CX3CR1%""* and MacBlue mice.
Figure 5. CP treatment induced monocytes redistribution in the bone marrow

TPLSM images of monocyte cells (Cyan) in parenchymal zones (A) and bone
marrow vasculature (B) of skull bone tissue of MacBlue mice. Vasculature is in red
(rodhamine-dextran), bone matrice is in blue (SHG). White bars represent 50um. Dot

plots (upper right corner) indicate the percentage of Ly6-C"®"-monocytes among
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CFP" cells. Graphs represent the distribution of cell straightness as a function of cell
mean velocity after CP treatment. Quadrants separate cells according to straightness
value=0.25 for parenchyma and =0.5 for vasculature and to mean velocity=2um/min
for parenchyma and =4um/min for vasculature (corresponding to the median values
for each compartments in untreated mice). Quadrant statistics are indicated for each
condition (parenchyma: NT n=687, D1 n=327; D3 n=219, D5 n=448; Vasculature: NT
n=583, D1 n=899; D3 n=566, D5 n=498 from at least three different mice in each

conditions).

Figure 6. CX3CR1 reduced monocytes motility in the bone marrow

(A) Representative TPLSM images of mouse skull bone tissues from
MacBluexCX3CR19"9" mouse. Vasculature is in red (rodhamine-dextran), bone
matrice is in blue (SHG). (B) Summary of CFP" cell velocity, straightness and arrest
coefficient in BM parenchyma and vasculature of untreated and CP-treated MacBlue
(black) and MacBluexCX3CR1%"9" (blue) mice. Red bars represent median (Data
points represent individual cells compiled from at least three different experiments,
Mann-Whitney sum tests was performed).

Figure 7. CX3CR1 blockade changed monocyte behavior in the marrow.

(A) TPLSM images of CFP" cells (cyan) in blood vessels (red) of skull bone tissue, 5
days after CP treatment of MacBlue mice and 2 days after in vivo transfection of an
lg-encoding plasmid (upper panel) or IgFl-encoding plasmid (lower panel).
Associated track paths of cells are represented by colored lines (right panels). (B)
Summary of CFP" cell velocity, straightness and arrest coefficient after in vivo
transfection with Ig-encoding plasmid (black round) or IgFl-encoding plasmid (blue
round) in both parenchyma (left) and vasculature (right). Red bars represent medians
(Data points represent individual cells compiled from a minimum of three different

experiments, Mann-Whitney sum tests was performed).
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Supplementary Informations

Statistical analysis

For multigroup analysis of variances, One-way or two-way anova test was performed
followed by Bonferroni post tests to compare Gaussian-like distributions (typically, Flow
cytometric analysis of numbers and frequencies of cell populations). Mann-Whitney rank
sum tests were performed to compare highly skewed distributions (typically, intravital
analysis of cell behavior). Symbols used *, p<0.05; **, p<0.01 *** p<0.001, ns=not

significant).

Flow cytometry

The panel of antibodies used is : anti-CD11b (clone M1/70), anti-Ly6C (clone AL-21),
anti-Ly6G (clone 1A8), anti-CD45 (clone 30-F11), and anti-CD31 (clone MEC13.3)
(Pharmingen, BD Bioscience). Polyclonal IgG1 Goat Anti-rat-Fractalkine (R&D Systems)
in combination with polyclonal anti-goat IgG (H+L) alexa 488 (Sigma Aldrich) and

Polyclonal IgG1 goat isotype control (R&D Systems).

Calculation of absolute number was performed by adding to each vial a fixed number
(10.000) of nonfluorescent 10um polybead®carboxylate microspheres (Polysciences,
Niles, IL, USA) according to the formula: Nb of cells = (Nb of acquired cellsx10.000) /
(Nb of acquired beads). Number of cells obtained for each sample was normalized to the

whole thigh bone or spleen and per ml of blood.

Multi-photon Imaging



Intravital imaging was performed on mouse calvaria bone tissues. Briefly, mice were
anesthetized with Isofluran 2.5% vaporized in a 70/30 mixture of O2/N20. Hair in the
neck and scalp were removed and the fronto-parietal skull area was immobilized and
exposed using a custom-made stereotactic holder. Mouse temperature was monitored
and maintained at 37°C. Parenchymal areas and sinusoids were defined according to
vasculature staining using injection of 2x10°MW tetramethylrhodamine-Dextran

(Invitrogen) prior to the imaging session.

The Two-Photon Laser Scanning Microscopy (TPLSM) set-up used was a Zeiss LSM
710 NLO multiphoton microscope (Carl Zeiss, Germany) coupled to a Ti :Sapphire
Crystal laser (Coherent ChameleonU, CA, USA) which provides 140 fs pulses of NIR
light, selectively tunable between 680 and 1080 nm, and an acousto-optic modulator to
control laser power. The system included three external non-descanned detectors in
reflection which allow the simultaneous record of three fluorescent channels using a
combination of 2 dichroic mirrors (565nm and 690nm) with 565/610, 500/550 bandpass
filters and 485 lowpass filter. The excitation wavelength was 870 nm. Cell motility was
measured every 30s by 5 consecutive 3 um z spacing stacks (total 12um thickness)

using a plan apochromat x20 (NA = 1) water immersion objective.

CFP" cells were tracked with time using 3-dimensional automatic tracking with manual
correction using Imaris software. Cells that could not be tracked for more than 2 minutes
were not considered. Cells localized at the bone surface were not considered. The arrest
coefficient is defined as the proportion of time each cell’s instantaneous velocity
(calculated for every 30 s interval) is lower than 2um/min. The cell straightness

corresponds to the ratio of the distance between the initial and the final positions of each



cell to the total distance covered by the same cell. The acquisition and analysis

protocols for all experimental conditions to be compared were identical.

In vivo transfection

In vivo transfection was performed as previously described ?’. Briefly 10ug of pVRC
plasmid encoding the CX3CL1 antagonist Ig-F1 2% or control plasmid Ig were diluted in
1,7ml isotonique saline NaCl (0.9%) and injected into tail vein over 7 sec. In vivo

expression of the plasmid was quantified in the serum by ELISA.
ELISA assay

Serum CX3CL1 was dosed using quantikine kit assay (R&D systems) following
manufacturer instructions. DO was measured at A=450nm with a spectrophotometer
(FlexStation 3 Molecular Devices). Seric Ig-F1 expression was dosed as described .
Briefly, serum dilutions (1/10) in PBS-3% milk were incubated 1 hr in 96-well plates
(Nunc-Immuno Plates Maxisorp) previously coated with 50ul/well of a 4ug/mL solution of
Goat anti-human CX3CL1 antibody (R&D systems, #AF365). After washing, bound
chemokine-Fc were revealed with 1/10,000 dilution of horseradish-peroxidase (HRP)-

conjugated anti-mouse IgG (Fc specific) antibody (Sigma Aldrich).



Video legends

Video 1. Monocytic cell behavior during the recovery phase in skull bone marrow

parenchyma.

Montage of sequential TPLSM movies of skull bone marrow tissue of MacBlue mice at
the indicated time points after CP treatment. Monocyte-lineage CFP* cells are in Cyan,
bone matrice is visualized by second harmonic generation (blue). 2x10°MW rhodamine-
dextran is injected before imaging session in order to distinguish bone marrow

parenchyma and vasculature (red).

Video 2. Monocytic cell behavior during the recovery phase in skull bone marrow

sinusoids.

Montage of sequential TPLSM movies of skull bone marrow tissue of MacBlue mice at
the indicated time point after CP treatment. Monocyte-lineage CFP™ cells are in Cyan,
bone matrice is visualized by second harmonic generation (blue). 2x10°MW rhodamine-
dextran is injected before imaging session in order to distinguish bone marrow sinusoids
(red).

Video 3. Distinct monocytic cells behavior in bone marrow sinusoids.

Montage of TPLSM movies of skull bone marrow tissue of non-treated MacBlue mice.
Monocyte-lineage CFP* cells are in Cyan, bone matrice is visualized by second
harmonic generation (blue). 2x10°MW rhodamine-dextran is injected before imaging
session in order to distinguish bone marrow vasculature (red). Representative cell

behaviors are named.

Video 4. Transendothelial migration of monocytic cell in skull bone marrow

sinusoids.

TPLSM movie of skull bone marrow tissue of MacBlue mice 5 days after CP treatment.
Monocyte-lineage CFP* cells are in Cyan, bone matrice is visualized by second
harmonic generation (blue). 2x10°MW rhodamine-dextran is injected before imaging

session in order to distinguish bone marrow vasculature (red).



Video 5. CX3CR1 expression reduces monocyte motility in the bone marrow.

Montage of TPLSM movies of skull bone marrow tissue of MacBluexCX3CR19P9% mice
non-treated and 5 days after CP treatment. CFP” cells are in Cyan, GFP*CFP" cells are
in green, bone matrice is visualized by second harmonic generation (blue). 2x10°MW
rhodamine-dextran is injected before imaging session in order to distinguish bone

marrow vasculature (red).
Video 6. CX3CR1-blockade increases monocyte motility in the bone marrow.

Montage of TPLSM movies of skull bone marrow tissue of MacBlue mice 5 days after
CP treatment and 2 days after in vivo transfection with Ig-encoding plasmid (left) and
IgF 1-encoding plasmid (right). Monocyte-lineage CFP” cells are in Cyan, bone matrice is
visualized by second harmonic generation (blue). 2x10°MW rhodamine-dextran is

injected before imaging session in order to distinguish bone marrow vasculature (red).
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Figure S2. Monocytes cycling was similar in chemokine receptor deficient mice

(A) Representative histogram plots of medullar Ly6Chig"-monocytes DNA content from Balb/c
mouse at different time point after CP treatment. Percentage+SD of cycling cells (S+G2/M) are
indicated. Graphs represent Mean percentage+SEM and absolute number+SEM of cycling
Ly6Chigh-monocytes from Balb/c (white), CCR27- (grey) and CX3CR1-- (black) mice (n=9 to 13
mice out of three independent experiments, Two way ANOVA was performed). (B) Dot plots
represent the gating strategy from untreated mice and DNA content analysis of spleen Ly6Chigh-
monocytes in untreated WT and CX3CR1- Balb/c mice 5, 7 and 12 days after CP treatment.
Mean percentagexSD of cell in S and G2/M phase are indicated (n=5 mice for each group.
Experiment has been repeated twice).
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(A) Representative dot plots showing CX3CL1 expression gated on bone marrow CD45-CD31- (stromal cells) and
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marrow of Balb/c mice treated or not with CP (n=4 to 9 mice out of 3 independent experiments, one-way ANOVA
with bonferroni comparison post-test was performed). (C) Serum quantification of CX3CL1 after CP treatment (n=6
mice per time point out of 2 independent experiments).
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Figure S4. F1-dependent inhibition of in vitro cell and quantification of serum IgF1 after
hydrodynamic-based in vivo transfection.

(A) Inhibition of CX3CR1-specific in vitro adhesion. Experiment was performed as described in Figure 3D, before
loading, cells were pre-incubated with either 500nM purified CX3CR1 antagonist (F1) or CCL2. Bars represent
mean+SEM of the percentage of adherent GFP* bone marrow cells normalized to the mean percentage of adherent
cells in absence of soluble chemokines (Ctrl) (from Figure 3D). Data are collected from ftriplicate out of 2
independent experiments, one-way ANOVA with bonferroni comparison post-test was performed). (B) Graph
represents relative serum quantification by ELISA of IgF1 expression at the indicated time point after hydrodynamic-
based in vivo transfection of Balb/c mice, 3 days after CP treatment. Each bar represents mean+SEM (n=3,
experiment has been repeated three times).
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Discussion

Le microenvironnement tumoral est caractérisé par la présence de nombreuses populations
cellulaires d’origine médullaire jouant un role important dans le développement de la
tumeur. Comme nous l'avons vu, les CKs et leurs récepteurs sont impliqués dans la
rétention, la mobilisation et le recrutement de ces cellules dans les différents organes
notamment au sein de la tumeur. Le CP favorise la mobilisation cellulaire en perturbant le
réseau des molécules d’adhésion (Levesque et al., 2002; Levesque et al., 2001) ainsi que
I’équilibre des axes CKs/RCKs (Levesque et al., 2003). Notre travail a contribué a la meilleure
compréhension des mécanismes qui régissent la mobilisation des monocytes au cours d’un
traitement chimiothérapeutique, en particulier I'implication des RCKs CCR2 et CX3CR1 qui
controlent I'équilibre entre la sortie et la rétention médullaire des différentes sous
populations monocytaires. La nouveauté de cette étude réside en la démonstration de la

hieh Nous

fonction de I'axe CX3CR1/CX3CL1 dans la rétention médullaire des monocytes Ly6-C
allons, dans cette derniére partie, confronter nos résultats aux données de la littérature, et
discuter des limites de notre travail. Nous verrons également que nos travaux ouvrent

différentes perspectives de recherches mais que des questions restent en suspens.

Nous commencerons par discuter du role des RCKs (CX3CR1 et CCR2 et de leurs ligands) et
du CP dans la mobilisation et la rétention des progéniteurs hématopoiétiques et des
monocytes. Nous discuterons ensuite de la différence de cinétique de différenciation et de
renouvellement observée entre les monocytes Ly6-Chigh et Ly6-CIOW ainsi que du role de CCR2
et CX3CR1 dans la mobilisation, le recrutement et I'accumulation de ces 2 sous populations
selon les tissus. Nous critiquerons également les résultats qui nous ont permis de montrer le
role de CX3CR1 dans I'adhérence des monocytes in vivo. Enfin, nous discuterons du réle du
CP et des cellules dérivées des monocytes associées a la tumeur dans la réponse immune

anti tumorale.
1) CX3CRL1/CX3CL1 et rétention des précurseurs Hématopoiétiques.

Notre travail s’est focalisé sur le role de CCR2 et CX3CR1 dans la mobilisation des
populations monocytaires. |l est bien connu que certains composés utilisés en
chimiothérapie comme le CP favorisent la mobilisation des précurseurs hématopoiétiques.

Celle-ci fait I'objet de nombreuses recherches dans divers domaines dont la transplantation.
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Nos travaux suggerent que le CX3CR1 pourrait constituer une cible d’intérét dans ce
contexte. La mobilisation des HSCs et des cellules myéloides est connue comme étant reliée
au CKS et leurs récepteurs. Les chimiokines contrélent finement les processus de rétention
et de libération des cellules de la moelle vers la circulation. Le CP provoque la mobilisation
des HSCs et des cellules myéloides via la perturbation de I’équilibre de I'axe CXCR4/CXCL12
(Levesque et al., 2003) et I'augmentation de I'expression de CCL2 (Moschella et al., 2010).
Ainsi, 'axe CXCR4/CXCL12 contréle la rétention des HSCs et des granulocytes (Chow et al.,
2011; Levesque et al., 2003), CXCR4 orchestre en concert avec CXCR2 la libération médullaire
des granulocytes neutrophiles (Eash et al., 2010). CCR2, contréle quant a lui, la libération des
HSCs et des monocytes Ly6—Chigh (Karlmark et al., 2009; Serbina and Pamer, 2006; Si et al.,
2010). Levesque et al ont montré que la libération des HSCs est aussi induite par la
perturbation du réseau des molécules d’adhésion. En effet, 'administration de CP crée un
environnement protéolytique dépendant des neutrophiles qui aboutit au clivage de VCAM-1
molécule et favorise la libération des HSCs (Levesque et al., 2002; Levesque et al., 2001). Le
traitement au CP induit une perturbation de la fonction de I'axe CX3CL1/CX3CR1 par le biais
de I'élimination des cellules stromales et endothéliales qui expriment CX3CL1 ainsi qu’une
diminution de I'expression de CX3CR1 par les monocytes. Les macrophages expriment
également CX3CR1, de plus, ils participent a la rétention des HSCs par le biais de I'axe
CXCL12/CXCRA4. En effet, les macrophages produisent localement du CXC12 et participent a
la rétention médullaire des HSCs (Chow et al.,, 2011). La perturbation de I'axe
CX3CR1/CX3CL1 sur ces cellules pourrait avoir deux implications susceptibles de favoriser la
mobilisation des HSCs. La premiére directe par diminution de lI'adhésion tissulaire des
macrophages diminuant ainsi leur capacité de rétention locale des HSCs et la deuxieme par
diminution des signaux de survie. En effet, le CX3CL1 est impliqué dans la survie des
macrophages (Kim et al., 2011; Landsman et al., 2009). Ainsi, la diminution de transduction
du signal CX3CL1/CX3CR1 pourrait induire la mort cellulaire des macrophages et donc

promouvoir indirectement la libération des HSCs.
Perspectives

En clinique, la mobilisation des HSCs est aujourd’hui préférée a la ponction médullaire dans
le domaine de la transplantation. Celle-ci est, d’'une part, moins traumatisante pour le

donneur et, d’autre part, facilite la prise de la greffe ainsi qu’une diminution de la morbidité
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comparée a la transplantation médullaire (Levesque et al., 2003). Certains protocoles de
mobilisation des HSCs consistent en I'injection de I’antagoniste de CXCR4 (AMD 3100) seul
(Devine et al., 2008) ou combiné a du G-Csf combiné (Liles et al., 2005). Une des limites
majeures des protocoles de mobilisation est qu’il est souvent difficile d’obtenir
suffisamment de progéniteurs hématopoiétiques et que le taux varie selon les donneurs.
Ainsi, la potentialisation de la mobilisation constitue un challenge technique a visée
thérapeutique. Il serait intéressant d’évaluer le niveau de mobilisation des HSCs dans les
souris CX3CR1” selon un protocole de mobilisation au G-Csf et/ou a ’AMD 3100, afin
d’évaluer l'intérét de l'utilisation potentielle d’un inhibiteur de I'axe CX3CL1/CX3CR1 dans

les protocoles cliniques de mobilisation des HSCs.

Comme nous l'avons vu, le traitement au CP perturbe la fonction de I’'axe CX3CL1/CX3CR1 en
diminuant I'expression de CX3CR1 par les monocytes. Nous n’avons pas évalué au cours de
notre étude I'impact du traitement par le CP sur I'expression de CX3CR1 et la mobilisation
sanguine des précurseurs myléoides communs aux monocytes (MDPs). Afin de savoir si
CX3CR1 est impliqué dans la rétention médullaire de ces cellules, Il serait intéressant de
vérifier si leur mobilisation est augmentée au sein de souris CX3CR17 suite a 'administration

de CP.
2) Cinétique de différenciation et renouvellement des sous-populations monocytaires

Comme nous l'avons vu, de nombreuses fonctions physiopathologiques ont été décrites

high low/-

pour les monocytes Ly6-C "=". Néanmoins les fonctions des monocytes Ly6-C sont moins
connues. lls ont activité phagocytaire, sont capables d’acquérir un phénotype semblable aux
cellules dendritiques et d’acquérir les fonctions de cellule présentatrice d’antigene. Ces
monocytes sont également nommés « patrolling » {patrouilleurs} de par leur capacité a
parcourir 'endothélium vasculaire contre le flux sanguin par une mobilité (le crawling) qui
est dépendante de LFA-1 et CX3CR1 (Auffray et al., 2007). Afin de déterminer avec plus de
précision la cinétique de reconstitution des monocytes non classiques (CD11b", Ly6-G,, Ly6-
cv, CX3CR1high) et de la comparer a la cinétique de reconstitution des monocytes classiques
(CD11b+, Ly6-G,, Ly6-C™", CX3CR1"") nous avons étudié ces deux populations au sein de

souris C57BL/6 CX3CR1K"/6FP (Figure 37). Ces souris sont caractérisées par le remplacement

au sein de leur génome de I'un des deux alléles codant pour CX3CR1 par un géene codant
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pour une protéine proteine fluorescente, la GFP (Jung et al., 2000). L’avantage de ce modele
est qu’il permet de réveler les cellules qui expriment CX3CR1 notament par cytometrie de
flux. Ainsi nous avons pu phénotyper avec précision les deux populations monocytaires.
Bien que la cinétique de reconstitution soit Iégérement plus rapide au sein des souris de fond
génétique C57BL/6 elle suit la méme tendance que dans les souris BALB/C. Nous avons

observé un renouvellement médullaire rapide des monocytes Ly6—Chlgh qui retrouve le niveau

basal trois jours apres traitement par le CP. Il s’en suit une accumulation médullaire massive
jusgu’au septieme jour post traitement pour finalement retrouver la valeur basale 12 jours

apres traitement. Le compartiment des monocytes Ly6-CIOW médullaire suit une cinétique de

reconstitution plus lente. En effet celle-ci est détectable a partir de J5 mais ne retrouve son
niveau basal que tardivement, soit 12 jours aprés traitement. A la différence des monocytes

Ly6-Ch'gh, nous n’avons pas observé d’accumulation des monocytes Ly6-CIOW supérieure au
seuil médullaire pré traitement.

Au niveau du compartiment vasculaire, les monocytes Ly6—Chlgh retrouvent leur valeur basale

trois jours apres traitement et sont fortement mobilisés entre 5 et 7 jours apres traitement

au CP, plus précocement que les monocytes Ly6-C°Y. En effet, les monocytes Ly6-C°"

sanguins retrouvent leur valeur initiale entre cinqg et sept jours post traitement avec un pic
de mobilisation a j7. Au niveau de la rate, la reconstitution suit la méme tendance que celle

observée dans le sang pour les deux sous populations monocytaires.
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Figure 37 : Différence de cinétique de mobilisation et de recrutement entre les deux sous
populations de monocytes.

Les souris sont traitées par injection de CP (i.p 175 mg/kg), elles sont ensuite sacrifiées et le
nombre de monocytes Ly6-C"" (haut) et Ly6-C°" (bas) est évalué dans la moelle osseuse, le sang
et la rate par cytométrie de flux aux différents temps indiqués.



low

La différenciation médullaire des monocytes Ly6-C~" semble donc plus longue que celle

high

observée pour les monocytes Ly6-C"" et conduit a une cinétique de mobilisation différente

entre les deux sous-populations. Comme nous I'avons vu, des travaux préalables suggerent

que les monocytes Ly6—Ch'gh pourraient étre les précurseurs immatures des monocytes Ly6-

high

clow (Sunderkotter et al., 2004). La forte accumulation des monocytes Ly6-C™®" durant la

phase précoce de reconstitution médullaire déclenchée par le CP pourrait fournir un stock

low

de cellules « vouées » a se différencier et a renouveler les monocytes Ly6-C™~". Ceci pourrait

ainsi expliquer la différence de taux et de temps de reconstitution médullaire entre les deux

low

populations monocytaires. En effet, les monocytes Ly6-C~" suivent une reconstitution

médullaire lente et ne retrouvent leur valeur initiale que 12 jours aprés traitement alors que
les compartiments vasculaire et splénique sont reconstitués pleinement et dépassent méme

leur valeur initiale des J7 suggérant un approvisionnement médullaire constant de

low

monocytes Ly6-C" vers la périphérie.

Perspectives

low

Dans le but de vérifier si les monocytes Ly6-C~" proviennent de la différenciation des

high

monocytes Ly6-C™=" ou s’ils ont une origine différente, nous pourrions évaluer le taux de

low

prolifération des monocytes Ly6-C"" durant leur cinétique de renouvellement.

3) Role de CCR2 et CX3CR1 dans la mobilisation, le recrutement et I’accumulation des

monocytes tissulaires

Comme nous l'avons vu, nos résultats montrent que le processus de mobilisation est
différent entre les deux populations monocytaires. D’autres facteurs peuvent expliquer les

différences observées dans la cinétique de mobilisation et de recrutement des monocytes.

low

En effet, a la différence des monocytes Ly6-Chigh, les monocytes Ly6-C™" n’expriment pas le

CCR2. 'administration de cyclophosphamide déclenche la production de CCL2 au niveau

médullaire (Salem et al., 2010) et CCR2 est essentiel a la libération des monocytes Ly6-Chigh

médaullaires vers le sang ainsi qu’a leur recrutement vers un site inflammatoire (Tsou et al.,
2007). L'expression de CCR2 par les monocytes favorise donc le recrutement des monocytes

low

Ly6—Chigh par rapport aux monocytes Ly6-C"" suite a 'administration de CP.
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CX3CR1, quant a lui, joue un réle dans le recrutement des monocytes en périphérie. En effet,
Il a été démontré par le groupe du Dr Geissmann et al que CX3CR1 est impliqué dans le
recrutement des monocytes au sein de la rate aprés irradiation dans un modele de transfert

** et CX3CR1/) au cours d’une infection

adoptif compétitif de monocytes (CX3CR1
bactérienne (Listeria Monocytogenes) (Auffray et al., 2009a). Les résultats de cette étude
suggerent que CX3CR1 permet le recrutement des monocytes au niveau de la rate.
Néanmoins bien que I'absence d’expression de CX3CR17" affecte le recrutement des
monocytes CX3CR1”" au sein de la rate, elle n’est pas suffisante pour le supprimer
totalement. Ces résultats suggérent donc que d’autres acteurs sont impliqués dans ce

MM recrutés

processus. Dans notre étude, la proportion et le nombre de monocytes Ly6-C
dans la rate est supérieure dans la souris CX3CR1 KO comparée aux souris sauvages. Bien
gu’en apparente contradiction avec les travaux de I'équipe de Geissmann, cette différence
peut s’expliquer par la différence du modele d’étude. Dans le cadre de nos expériences,
nous avons utilisé le CP, ce qui élimine les monocytes médullaires, sanguins et spléniques. Il
s’en suit une prolifération médullaire importante suivie d’une libération massive des
monocytes vers les tissus périphériques. La forte mobilisation sanguine des monocytes Ly6-
c"e&" cX3CR17" et I'absence de compétition entre les monocytes CX3CR1”" et CX3CR1"*
peuvent expliquer un recrutement monocytaire plus important vers la rate au sein des souris
CX3CR17 comparé aux souris CX3CR1"*. De plus, nos expériences de transfert adoptif
durant la phase de mobilisation des monocytes ont confirmé que les taux de recrutement
dans la moelle et dans la rate des cellules transférées CX3CR1+ ou CX3CR1- sont identiques.
Ces résultats montrent, d’'une part, que 'augmentation du recrutement dans la rate n’est
liée qu’a I'augmentation de mobilisation dans le sang et, d’autre part, que les conditions

inflammatoires au niveau de la rate apres traitment au CP ne sont pas comparables a une

irradiation ou a une infection par Listeria Monocytogenes.

Nous suggérons que, durant la phase tardive de la reconstitution (J7 apres traitement au CP)

une partie des monocytes Ly6—Chigh

qui s"accumulent dans la rate provient de la prolifération
locale de ces cellules. En effet, a la différence du modele de transfert adoptif utilisé par le
groupe de Geissmann, nous avons observé une prolifération significative des monocytes Ly6-
chieh spléniques faisant suite a I'administration de CP. De plus, nous avons constaté une

high

prolifération accrue des monocytes Ly6-C"®" spléniques au sein des souris CX3CR17 comparé
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aux souris sauvages sept jours apres administration de CP. Si ce taux de prolifération est
inférieur au taux médullaire, il représente néanmoins une source importante de monocytes
Ly6-Chigh. Ainsi, en accord avec les études du groupe de Nahrendorf (Cortez-Retamozo et al.,
2012; Leuschner et al.,, 2012; Swirski et al.,, 2009), nous avons observé qu’apres
reconstitution monocytaire la rate représente une source conséquente de monocytes Ly6-

Chigh.

high

En revanche, a la différence des monocytes Ly6-C"*", nous n’avons pas observé de différence

d’accumulation des monocytes Ly6-CIOW dans la rate des souris CX3CR1”" par rapport au

W ont un défaut de survie conduisant

souris CX3CR1"*. Il est connu que les monocytes Ly6-C
a une diminution de leur représentation dans le sang au sein des souris CX3CR1 et CX3CL1
KO (Kim et al., 2011; Landsman et al., 2009). Il a récemment été montré que la survie des

oW 3u sein des souris CX3CL17 peut étre corrigée par induction d’expression

monocytes Ly6-C
de CX3CL1. Le groupe du Dr Stephen Jung a développé une souris mutée sur le géne de
CX3CL1, codant uniquement pour la forme soluble de CX3CL1 (CX3CL1'®*) ou pour la forme

13%°%) (Kim et al., 2011). lls ont, a I'aide de ces souris, analysé in vivo la

membranaire (CX3CL
structure, I'expression ainsi que les fonctions des formes solubles et membranaires du
CX3CL1. Les auteurs ont croisé des souris CX3CL1"" avec les souris CX3CL1'%" et CX3CL1*
afin de déterminer la capacité de chacune des formes de CX3CL1 a corriger les défauts de
fonction et de survie des monocytes et macrophages. lIs ont identifié des fonctions distinctes

105A

pour les deux formes de CX3CL1. Ainsi le mutant CX3CL1 codant une forme soluble

obligatoire de CX3CL1 rétablit la formation de dendrites trans-épithéliales sur les

3954
1

macrophages intestinaux CX3CR1+. D’autre part, seul le mutant CX3CL codant pour une

forme exclusivement membranaire de CX3CL1 peut rétablir la survie des monocytes Ly6—CIOW
CX3CR1Men sanguins. Nous suggérons que la différence de mobilisation sanguine et de
recrutement splénique entre les deux populations monocytaires suite a 'administration de
CP au sein de souris CX3CR1 KO s’explique par le défaut de survie des monocytes Ly6-C'°W. Ce

défaut de survie pourrait ainsi conduire a une diminution du recrutement et de

I'accumulation sanguine et splénique de cette population.
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Perspectives

L'utilisation des souris transgéniques développées par le Dr Jung pourrait nous permettre
d’évaluer la contribution relative de la forme soluble et de la forme membranaire de CX3CL1

dans la mobilisation des monocytes Ly6-Chigh

. Bien que nous n’ayons pas déterminé
I'isoforme de CX3CL1 plus particulierement mis en jeu dans notre étude, nous avons identifié
des éléments indicateurs. En effet, nous avons constaté une diminution de I'expression de la
forme membranaire de CX3CL1 par cytométrie en flux sur les cellules endothéliales et
stromales de la moelle osseuse. Nous avons déterminé la concentration de CX3CL1 soluble
dans le sérum des souris par dosage ELISA. Nous n’avons pas constaté de variation de la
concentration de CX3CL1 soluble tout au long de la cinétique de reconstitution suggérant
que la forme soluble responsable de la fonction de chimiotactisme de I’'axe CX3CL1/CX3CR1

high

n’est pas mise en jeu dans le processus de mobilisation accrue des monocytes Ly6-C™*". Ces

résultats ne sont pas surprenant au regard de la mobilisation accrue des monocytes Ly6-Chigh
au sein des souris CX3CR1”" qui, par définition, sont insensibles a CX3CL1. Ainsi, nos
résultats suggerent que la forme membranaire du CX3CL1 responsable de la fonction
d’adhésion joue un rdle dans le processus de rétention médullaire des monocytes Ly6-C™&"
qui, en I'absence de CX3CR1, conduit a une libération augmentée de ces cellules a la suite

d’un traitement au CP.

CX3CR1 favorise I'accumulation des monocytes Ly6-CIOW au sein des tissus (poumons, sang,
rate et cerveau) (Geissmann et al., 2003). Si I'expression médullaire de CX3CL1 favorise la
rétention des cellules qui expriment CX3CR1, le plus faible niveau d’expression de CX3CR1

sur les monocytes Ly6—Chigh

pourrait expliquer la libération préférentielle par rapport aux
monocytes Ly6-C'°W/'. De méme, la forte expression de CX3CR1 par les macrophages et les
ostéoclastes pourrait étre responsable de leur rétention tissulaire. Il serait intéressant de

moduler I'expression de CX3CR1 sur ces populations afin de vérifier cette hypothese.

4) Analyse des monocytes in vivo

Au regard du role de CX3CR1 dans la rétention et la mobilisation des monocytes Ly6—Chigh,

nous avons étudié la dynamique de ces cellules in vivo. L'imagerie in vivo par microscopie
biphotonique nous a procuré une vision nouvelle du comportement des monocytes Ly6-Ch'gh.

Des études antérieures de I'environnement médullaire de I’os calvarien ont été réalisées par
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I'intermédiaire de souris CX3CR1-eGFP afin d’étudier la migration des précurseurs
ostéoclastiques au cours du processus de remodelage osseux (Ishii et al., 2009; Ishii et al.,
2010). Nous nous sommes inspirés de cette technique afin d’étudier la mobilisation des
cellules monocytaires a la suite d’un traitement au CP. Nous avons cependant préféré
I'utilisation d’une autre lignée murine transgénique fluorescente, la souris Csf1R-CFP+
(Hume, 2011). La construction transgénique mise au point pour la création de ce modele
murin induit une fluorescence Cyan amplifiée ainsi qu’une diminution du signal émise par les
granulocytes. Cependant, la souris transgénique Csf1R-CFP’, bien que représentative en
microscopie des lignées monocytaires, présente une limite de spécificité concernant les

"eh En effet, nous avons déterminé phénotypiquement que, dans I'os

monocytes Ly6-C
calvarien de ces souris, 65% des cellules CFP+ correspondent au phénotype des monocytes
Ly6-Chigh pour une souris non traitée et 60% pour une souris 5 jours apres traitement au CP
(conditions dans lesquelles ont été faites les expériences en présence de |’antagoniste). En
ce qui concerne la souris CX3CR1V®™ 579% des cellules GFP* correspondent au phénotype

high

des monocytes Ly6-C™" pour une souris non traitée et 50% pour une souris 5 jours aprés

traitement au CP. L’intensité de fluorescence de la GFP exprimée par les monocytes est plus

KIN/GFP que lintensité de la CFP au sein de la

faible et hétérogene dans les souris CX3CR1
souris Csf1R-CFP+ facilitant la détection de ces cellules (CFP+) en microscopie biphotonique.
L'exploration in vivo des différents compartiments médullaires par I'intermédiaire de souris

Csf1R-CFP a donc été préféré a |'utilisation de souris CX3CR1NNV/6FP

et nous a permis d’étudier
et de décrire la cinétique de reconstitution et le comportement des cellules monocytaires

suite a I'administration de CP.

Dans notre étude, les zones vasculaires sont déterminées par I'injection de dextran couplé a
la rhodamine et le parenchyme est localisé par contraste par rapport au marquage
vasculaire ainsi que par le signal de seconde harmonique révélatrice du collagéne du tissu
conjonctif osseux. Le parenchyme est ainsi caractérisé comme une zone sombre entourée de
collagéne contenant des cellules monocytaires CFP+ peu mobiles. En revanche, les cellules
ont une mobilité plus élevée dans les sinusoides. Différents types de comportements
cellulaires peuvent étre observés dans la vascularisation. Nous avons caractérisé quatre
types de comportement en fonction des parameétres d’étude de mobilité : vitesse et ratio de

confinement en accord avec les observations de la mobilité des monocytes sur
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I’endothélium vasculaire par le groupe de Geissmann (Auffray et al.,, 2007). Nous avons
obtenu (par croisement des souches Csf1R-CFP+ et CX3CR17) une lignée de souris Csf1R-
CFP+ déficiente pour le CX3CR1 qui nous a permis d’étudier in vivo le r6le de CX3CR1 dans le
comportement des cellules monocytaires au sein de la moelle osseuse. Nous avons ainsi
montré que I'absence d’expression de CX3CR1 augmente la mobilité dans le parenchyme et
le réseau des sinusoides médullaires, suggérant une diminution de I'adhérence des
monocytes aux cellules qui expriment le ligand et confirmant le réle de CX3CR1 dans le trafic

monocytaire dans la moelle.

Nos résultats, en accord avec les résultats du Dr Geismmann (Auffray et al., 2007), montrent
gue CX3CR1 jouent un role important dans le crawling des monocytes. Nous avons
cependant obtenu des différences dans nos analyses du comportement in vivo des
monocytes par rapport au groupe de Geissmann. En effet, les vitesses moyennes observées
des monocytes dans les capillaires sinusoides sont plus faibles que celles observées dans les
veines et artéres mésentériques par Geissmann et al (Auffray et al., 2007). Ces différences
peuvent s’expliquer par la différence des réseaux vasculaires dans lesquels les monocytes
ont été observés. En effet, le flux sanguin dans les veines et artéres mésentériques est plus

important que celui dans le réseau des sinus médullaires.

De plus, notre analyse comporte un biais par rapport aux analyses du groupe de Geissmann,
conduisant a une sous estimation de la vitesse globale des cellules suivies et a I'identification
de certaines populations cellulaires du flux vasculaire. Pour réaliser nos expériences in vivo,
nous avons défini des conditions expérimentales qui ne permettent pas d’identifier
précisément et de suivre les cellules les plus rapides. En effet, nous avons défini un temps de
30 secondes entre deux images. Dans ces conditions expérimentales certaines cellules
rapides sont peu ou pas visibles et donc difficilement tracables. Nous pourrions corriger ce
biais en travaillant avec une plus grande résolution temporelle (de I'ordre de 2- a 3 secondes
comme réalisé par le groupe du Dr Geissmann). Cependant, nos interprétations portent sur
les populations situées dans parenchyme et a proximité des parois vasculaires pour

lesquelles une haute résolution temporelle serait inutile.
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Perspectives

Pour approfondir notre étude, il serait utile de réaliser une étude in vivo des interactions
entre les monocytes et les cellules CX3CL1". En effet, nous avons montré que I'expression de
la forme membranaire de CX3CL1 est diminuée sur les cellules stromales et endothéliales
médullaires suite a I'administration de CP. Ce phénomeéne pourrait provoquer la diminution
du nombre et du temps d’interaction entre les cellules exprimant CX3CL1 et les monocytes
et confirmer le role de I'axe CX3CL1 / CX3CR1 dans la rétention médullaire des monocytes

par adhérence cellulaire.
5) Inhibition de CX3CR1 et mobilisation monocytaire

Afin de vérifier si le comportement des cellules monocytaires au sein de souris Csf1R-CFP+ et
CX3CR17 n’est pas inhérent a la souris KO, nous avons évalué |'efficacité d’'un antagoniste de
CX3CR1 a reproduire le comportement des monocytes déficients pour CX3CR1 in vivo.
L'inhibiteur de CX3CR1 (lg-F1) est produit par expression d’un plasmide codant pour le
variant de chimiokine couplé a un fragment Fc d’'immunoglobuline muté dans les régions
FCy2a qui lie Clq et le site de liaison au FcyR1. Ces mutations dans le domaine Ig ont pour
but de produire une forme d’lg-F1 non cytolytique plus stable in vivo que la protéine F1
seule. In vitro, il a été montré que I'lgF1 inhibe I'internalisation du CX3CR1, inhibe I'adhésion,
inhibe la libération de ca2+, ainsi que le chimiotactisme induit par CX3CL1 (Dorgham et al.,

+/+

2009). L'induction in vivo de I'expression d’IgF1 au sein de souris CX3CR1"" a permis de
reconstituer le comportement des cellules monocytaires médullaires observé dans la souris

CX3CR17" démontrant ainsi son efficacité d’action sur le récepteur in vivo.

Cependant, nous n’avons pas pu reproduire le phénotype des souris CX3CR17 au cours de la

+/+

cinétique de mobilisation induite par le CP au sein de souris CX3CR1™", ni par l'induction
d’expression d’IgF1 ni par 'administration de F1 purifié. Ceci peut s’expliquer par le fait que
nous ne contrélons pas le taux d’expression de I'inhibiteur du CX3CR1 ainsi que son efficacité
in vivo. Ainsi, son expression ou son efficacité pourrait étre insuffisante pour déclencher une

mobilisation significative de monocytes Ly6—Chigh

dans le sang. De plus, la durée de vie de la
molécule IgF1 n’est peut-étre pas assez longue pour obtenir un blocage durable du
récepteur. Bien que l'inhibiteur ait démontré sa potentialité d’antagoniste sur les cellules

monocytaires, Il est possible que I'lgF1 ne bloque pas toutes les fonctions dépendantes de
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CX3CR1 in vivo. De plus, son affinité est inférieure a celle du ligand naturel. Ainsi sa

compétition avec celui-ci pourrait agir en sa défaveur et diminuer son efficacité d’action.
Perspectives

Il serait intéressant de travailler a la mise au point d’un antagoniste susceptible de
reproduire le phénotype de mobilisation monocytaire observé au sein des souris CX3CR17.
Le développement d’antagonistes pharmacologiques des RCKs fait 'objet de nombreuses
recherches et doit étre encore optimisé. En effet, le plus souvent les antagonistes n’inhibent
pas totalement la signalisation d’'un RCK et par conséquent inhibe peut étre partiellement les
fonctions d’un RCK. Les études in silico permettent de modéliser les dynamiques
d’interactions ligand-récepteur. La meilleure compréhension de ces interactions devrait
permettre le développement de molécules chimiques inhibitrices ou activatrices plus
spécifiques de fonctions données et améliorer ainsi le potentiel d’action des molécules

ciblant les RCKs.
6) Chimiothérapie et cellules dérivées des monocytes associées a la tumeur

Les monocytes recrutés au sein d’une tumeur se différencient en TAMs comprenant des
macrophages et DCs. Comme nous l'avons vu, ces deux populations au sein de la tumeur
sont difficiles & distinguer. Les cellules d’origines myéloides (CD11b*, Ly6-G’) qui infiltrent la
tumeur expriment également le CD1lc et le F4/80 suggérant un chevauchement
phénotypique entre ces 2 populations. Une étude récente effectuée par Engelhardt et al a
distingué au sein de souris transgénique développant spontanément un cancer du sein
(PYMT-ChOVA) croisées avec des souris transgénique CD11c-YFP 2 sous populations de
cellules myéloides (CD11b+ Ly6-G’) (Engelhardt et al., 2012). Les auteurs ont défini ainsi une
population myéloide YFP* nommé TuDCs et une population YFP" nommée TAMs. Le
phénotypage étendu de ces populations a montré que les TuDCs ont un phénotype
CD11c"" F4/80"E" Ly6-C'°", IAb* et que les TAMSs sont caractérisés par une expression plus
faible du CD11c, des molécules de classe Il (IAb) et sont constitués de macrophages Ly6-CIOW
et Ly6—Chigh (de Bruijn et al., 1994; Sunderkotter et al., 2004). Nous avons montré que le
compartiment des TAMs augmente a la suite de I'administration de CP tandis que le nombre

de TuDCs ne semble pas affecté dans un modeéle de fibrosarcome MCA-OVA. Néanmoins,

nous avons observé une légére différence dans I'expression de Ly6-C et de F4/80 par les
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TuDCs chez les souris traitées par le CP par rapport aux souris contrOles non traitées

suggérant un renouvellement rapide des TuDCs dépendant des monocytes Ly6—Chigh.

high

Nous avons également montré que le recrutement des monocytes Ly6-C™" au sein d’une

tumeur et I'effet anti tumoral du CP sont dépendants de CCR2. Ces résultats suggérent que
I'efficacité chimiotérapeutique du CP passe par la mobilisation des monocytes Ly6-C"e"

médullaire et suggere donc un role anti-tumoral de cette population.

hieh 34 sein de la tumeur soit associé 3 I'effet

Bien que le recrutement des monocytes Ly6-C
primaire anti tumoral déclenché par le CP, nous avons montré que le rebond monocytaire
aboutit au renouvellement des TAMs et des TuDCs qui piegent les LTs spécifiques des
antigénes tumoraux, limitent leur infiltration dans la tumeur et peuvent exercer des
fonctions immunosuppressives. Nous suggérons que les TuDCs limitent par cette fonction
I'action anti tumorale des LTs spécifiques de la tumeur et reproduisent en partie I'effet

transitoire de réactivation du systéme immunitaire dans la réponse anti-tumorale a la suite

de I'administration de CP.
Perspectives

Nous avons montré que CX3CR1 est un récepteur important lors de la mobilisation des

hieh 3 |a suite d’un traitement chimio thérapeutique par le CP. Comme nous

monocytes Ly6-C
I'avons vu, les cellules myéloides et DCs expriment CX3CR1. Il serait intéressant d’évaluer
I'effet anti tumoral déclenché par le CP au sein d’un souris CX3CR17”. Cette expérience

high

permettrait, d'une part, d’évaluer si le recrutement des monocytes Ly6-C"™®" est augmenté

+/+

au sein de la tumeur par rapport a une souris CX3CR1"" et, d’autre part, d’évaluer si I'effet
anti-tumoral déclenché par le CP est plus important. Les résultats préliminaires montrent

que I'effet du CP est conservé dans les souris CX3CR1 ’

En conclusion, nous pensons que la modulation du taux de mobilisation cellulaire au cours
de la reconstitution induite par CP et/ou le ciblage de CX3CR1 pourrait contribuer a
I’'amélioration des réponses cellulaires a la suite de lésion tissulaire ou du disfonctionnement
des défenses immunitaires par augmentation du pool de cellules myéloides leucocytaires

d’un hoéte ou encore trouver des applications dans le domaine de la greffe de HSCs.
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Conclusions

Les approches d'immuno-thérapie anti tumorales sont souvent associées a |'utilisation de
chimiothérapie. En effet, I'immunothérapie a pris de I'essor a la suite de la découverte de la
capacité immunostimulante de certains composés chimiothérapeutiques (Zitvogel et al.,
2008). Le paradoxe lié a la capacité de ces composés a combiner des fonctions immuno-
suppressives et immunostimulantes selon le contexte pathologique et les doses utilisées a
suscité un fort intérét et de I'espoir dans la cancérologie. Si I'immunothérapie est une
approche thérapeutique potentiellement efficace et a démontré qu’elle pouvait augmenter
la survie des patients atteints de cancer dans certains contextes, celle-ci ne permet pas
encore de contréler pleinement la maladie et doit donc encore évoluer. L’optimisation de
I'immunothérapie sera surement dépendante de la compréhension des mécanismes de
recrutement cellulaire au sein du microenvironnement tumoral et de la stimulation efficace
et persistante des cellules du systéeme immunitaire lors de la réponse anti tumorale. Les CKs
sont impliqués dans ces deux fonctions. Elles constituent ainsi un élément d’approche
thérapeutique pouvant contribuer a I'amélioration des traitements anti-tumoraux. Le
ciblage des RCKs est cependant limité par la redondance d’expression d’un méme récepteur
sur différentes populations cellulaires. Les applications thérapeutiques par I'intermédiaire de
molécules chimiques spécifiques d’un récepteur pourraient donc étre limitées dans des
pathologies comme le cancer impliquant de nombreuses cellules aux fonctions différentes.
Nous avons montré que la modulation du recrutement des sous populations de monocytes
au sein d’'une tumeur par le ciblage des RCKS est possible et que ces cellules peuvent
influencer la croissance tumorale et/ou la réponse immune anti tumorale. Le rdle des
monocytes et de leurs descendants, de par leur forte représentation au sein de la plupart
des tumeurs, doit étre mieux compris. En effet, ces cellules ont la capacité de destruction et
de réparation tissulaire selon leur polarisation. Les tumeurs solides caractérisent un tissu de
structure et a développement anormal. S’il est clair que la stimulation du systéme
immunitaire est un challenge d’importance dans le controle de la croissance tumorale, Il est
fort probable que les mécanismes de réparation tissulaire soient également liés a la
résolution de la maladie. Ces fonctions communes aux macrophages souvent mises en
opposition par [l'appellation M1 et M2 sont des fonctions complémentaires dans

I'orchestration de la défense immunitaire et la réparation d’un tissu |ésé. Le controle de
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I’activation et de I'équilibre entre les deux formes polarisées de macrophages M1 et M2 ainsi
gue le contréle de leur répartition au sein de la tumeur tout au long d’un protocole immuno-
thérapeutique pourrait permettre de rétablir la réponse immune anti-tumorale et
potentialiser la réparation des tissus lésés. Le micro environnement tumoral est caractérisé
par la présence de nombreux acteurs. En effet, des cellules stromales participent également
a la croissance tumorale. La caractérisation phénotypique et fonctionnelle de ces cellules
(ex : fibroblastes et cellules mésenchymateuses) apportera des éléments complémentaires a
la compréhension des tumeurs et a la potentialisation des traitements anti cancéreux. Il
semble donc déterminant de comprendre les causes et les conséquences de la présence des
nombreuses populations cellulaires constituant le micro-environnement. De méme, il est
important de déterminer les fonctions et les interactions de ces cellules avec la tumeur en
vue d’élucider des mécanismes d’action spécifiques impliqués dans la croissance tumorale et
la réponse anti tumorale qui pourraient permettre d’adapter de nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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