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Introduction

A- Le systtme immunitaire et le cancer

Selon A.K Abbas et al [1], 'immunité peut étre définie comme "la résistance aux maladies, et plus
spécifiquement aux maladies infectieuses", le systéme immunitaire comme "l’ensemble des cellules, des tissus
et des molécules qui concourent & opposer une résistance aux infections" et la réponse immunitaire comme "la
réaction coordonnée de ces cellules et molécules contre les germes pathogénes".

Bien que la fonction physiologique principale du systéme immunitaire soit de prévenir les infections et
d’éradiquer les infections déclarées, son impact s’étend au-deld des maladies infecticuses. Le systéme
immunitaire constitue le principal obstacle a la transplantation d’organes et est en lien étroit avec le
microbiote. De plus, le systéme immunitaire interagit avec les cellules tumorales et peut €tre utilis¢/manipulé
dans un but thérapeutique pour détruire les tumeurs (immunothérapie anti-tumorale).

Avant d'aborder le dialogue entre les cellules tumorales et le systéme immunitaire, nous rappellerons
les principales caractéristiques des cellules immunitaires.

1- Le systtme immunitaire : généralités

De maniére schématique la réponse immunitaire fait intervenir successivement deux types de réponse :
la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative.

1.1 La réponse immunitaire innée ou naturelle

1.1.1 Généralités

La réponse immunitaire innée constitue la premiére ligne de défense de ’hdte contre les pathogenes
[2,3]. Présente chez tous les individus sains, elle est efficace de suite, au point d’entrée du microorganisme.
Les épithéliums constituent la premicre ligne de défense de I'immunité innée. La réponse immunitaire innée
fait intervenir tout d'abord les épithéliums qui agissent comme une barriére physique, chimique et biologique
pour empécher I'entrée des microbes dans les tissus sous-jacents. Lorsque les microbes réussissent a traverser
les épithéliums, ils sont pris en charge, dans les tissus sous-jacents, par des cellules et des facteurs solubles de
I'immunité innée qui contribuent a leur destruction.
Ces facteurs solubles comprennent entres-autres des cytokines pro-inflammatoires, des fractions du
complément, ainsi que des récepteurs solubles de I'immunité innée. Les acteurs cellulaires de I'immunité innée
comprennent des cellules myéloides que sont des phagocytes (macrophages (M) et les polynucléaires
neutrophiles (PNN)), ainsi que les polynucléaires basophiles, éosinophiles, les mastocytes et des cellules
lymphoides que sont les lymphocytes « Natural killer » (NK) et d'autres sous-populations de lymphocytes non
conventionnels. En fonction de la nature de 1’agression, la réponse immunitaire innée génére deux grands
types de réponse : une réponse inflammatoire ou une réponse antivirale.
Nous résumerons ci-dessous les principales caractéristiques des cellules de I'immunité innée.



1.1.2 Les cellules myéloides

Les Mg, les polynucléaires et les cellules dendritiques (DC) expriment des récepteurs qui leur

permettent de reconnaitre les microorganismes. Les récepteurs aux facteurs du complément et aux
immunoglobulines permettent la reconnaissance de microorganismes opsonisés. Les récepteurs appelés PRR,
pour pattern recognition receptors, reconnaissent des motifs moléculaires exprimés par de grandes familles de
microorganismes appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) [4]. Certains de ces PRR
reconnaissent également des motifs exprimés par des cellules du soi mortes ou endommagées
DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns). Ainsi, les Mg et les DC participent non seulement a la
réponse protectrice antimicrobienne mais également au contrdle de la tolérance au soi [5].
Alors que les Mo et les PNN sont des phagocytes spécialisés dans I'élimination des microorganismes, les DC
sont spécialisées dans la présentation des antigeénes. Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) sont
caractérisées par I’expression des molécules du complexe d’histocompatibilit¢ de classe II (CMH-II). Elles
apprétent et présentent les peptides antigéniques via le CMH aux lymphocytes T [6]. Parmi les CPA (qui
comprennent les macrophages, les lymphocytes B et les DC), les DC sont les plus efficaces car ce sont les
seules capables d’activer des lymphocytes T naifs et donc d'initier une réponse immunitaire adaptative. Les
DC, a I’état immature, sont retrouvées en faible nombre dans tous les tissus. Apres un contact avec des agents
étrangers, les DC subissent un processus de maturation, expriment des taux importants de molécules de co-
stimulation et migrent dans les ganglions lymphoides secondaires a la rencontre des lymphocytes T naifs. Les
lymphocytes T naifs activés par les DC matures se différencient en lymphocytes T effecteurs.

1.1.3 Les lymphocytes NK
Présentes dans la circulation sanguine (5 & 15% des lymphocytes), les organes lymphoides secondaires
et dans certains tissus (ex : le foie, le placenta), les cellules NK ont un role de sentinelle. Sans éducation
préalable, elles reconnaissent et lysent les cellules cibles exprimant & leur surface un taux faible de molécules
du CMH de classe I (qui se traduit par une levée des signaux inhibiteurs) et un taux important de signaux
activateurs. La balance entre levée des signaux inhibiteurs et signaux activateurs permet 1’activation des NK.

Ainsi, les cellules NK lysent les cellules tumorales et les cellules infectées par des virus, qui présentent ces
deux critéres, mais pas les cellules saines du soi [7]. De plus, les cellules NK expriment constitutivement la
molécule CD16 (récepteur aux immunoglobulines) et reconnaissent puis lysent les cellules opsonisées par des
anticorps (Ac). Les mécanismes utilisés par les cellules NK pour détruire les cellules cibles sont les mémes
que ceux utilisés par les lymphocytes T CD8" et seront décrits dans le chapitre A-3.

Outre la capacité d’assurer les défenses précoces contre les infections, les réponses immunitaires naturelles
initient et controlent la nature et l'intensité de la réponse immunitaire adaptative. Les lymphocytes T et les
lymphocytes B sont les acteurs principaux de I'immunité adaptative. Dans le paragraphe suivant, seul les
lymphocytes T seront décrits.

1.2 La réponse immunitaire adaptative

1.2.1 Généralités
Comparativement a la réponse immunitaire innée, la réponse immunitaire adaptative apparait plus
tardivement, est plus spécifique des agents infectieux, et constitue le support de la mémoire immunologique.
La réponse immunitaire adaptative est déclenchée/amplifiée par la présence des microorganismes invasifs. Elle
requiert I’expansion et la différenciation de lymphocytes B (LB) et lymphocytes T (LT) en cellules effectrices.



Les lymphocytes B et T reconnaissent des structures appelées antigénes (Ag) par des récepteurs, exprimés de
facon clonale, appelés « B-cell receptor » (BCR) et « T-cell receptor » (TCR), respectivement. Ces récepteurs
sont caractérisés par une grande diversité (résultat de recombinaisons génétiques aléatoires) et sont ainsi
capables de reconnaitre une multitude d'antigenes.

L’immunité adaptative élabore des réponses plus importantes et plus efficaces lors d’expositions
répétées au méme antigéne. En effet, la réponse a la premicre exposition a I’antigéne, appelée réponse
immunitaire primaire (priming), implique la différenciation de lymphocytes naifs en lymphocytes effecteurs et
en lymphocytes mémoires. La réponse des lymphocytes mémoires, suite a une seconde exposition au méme
antigéne, sera plus rapide, plus importante et donc plus efficace.

Les cellules effectrices exercent, au cours d’une réponse immunitaire, diverses fonctions comme (i) la
sécrétion de cytokines (lymphocyte T CD4" auxiliaire) ; (ii) la destruction de cellules hotes infectées par des
pathogénes (lymphocyte CD8" cytotoxique (CTL)); ou encore (iii) la sécrétion d’anticorps (LB). Je ne
développerais que la réponse lymphocytaire T.

1.2.2 Rdles et sous-types des lymphocytes T
De fagon schématique, les lymphocytes T CD4" effecteurs ont trois grands roles : (i) la stimulation des
cellules de I'immunité innée (ii) I’activation des lymphocytes B et (iii) la différenciation des lymphocytes T
CD8" naifs en CTL capables de lyser des cellules tumorales ou infectées par un virus [8].

On distingue différents sous types de lymphocytes T CD4 " auxiliaire ou « helper » (LTh), en fonction du panel
de cytokines qu’ils produisent. Ces sous-types de lymphocytes T CD4" ont des fonctions physiologiques
spécifiques, mais qui peuvent étre délétéres lorsque I’homéostasie est rompue par une réponse excessive ou
inadaptée. Ainsi, dans des conditions pathologiques et/ou dans le cancer, chacune des sous-populations
peuvent présenter des roles différents. L’induction des sous-populations des lymphocytes T humains CD4"
ainsi que leurs roles physio(patho)logiques sont résumés dans la figure 1.

Les facteurs présents dans I'environnement controlent la polarisation des lymphocytes T qui correspondent au
signal 3 décrits dans le paragraphe suivant. De plus, la majorité des sous populations de lymphocytes T CD4"
semblent étre plastiques, c'est-a-dire que leur polarisation une fois établie ne serait pas figée mais pourrait
encore étre remodifiée par I’environnement [9].
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Figure 1. Les sous-populations de lymphocytes T CD4" auxiliaires et leurs réles physiologiques et pathologiques.

Les lymphocytes CD4" naifs humains peuvent se polariser, & partir de cytokines présentes dans ’environnement en lymphocytes T
auxiliaires définis selon le panel de cytokines qu’ils produisent, en lymphocytes Thl, Th2, Treg, Th17, Th9, Th22, Tth. Chacune de
ces sous populations produisent des cytokines et ont des propriétés physio(patho)logiques qui leur sont propres.

1.2.3 Activation des lymphocytes T naifs

Les lymphocytes T matures naifs CD4" ou CD8", issus du thymus, circulent en continu entre le sang et
les organes lymphoides secondaires jusqu’a ce qu’ils rencontrent I’antigéne présenté¢ dans le contexte du CMH
vis-a-vis duquel leur TCR est spécifique. Pour proliférer et se différencier en lymphocytes T effecteurs, les
lymphocytes T naifs doivent recevoir plusieurs signaux transmis par une DC mature (Figure 2) [10].
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Figure 2. Les trois signaux nécessaires a ’activation d’un lymphocyte T naif.

Le signal 1 correspond & Iinteraction CMH / peptide et TCR. Le signal 2 consiste en I’interaction entre les molécules de co-
stimulation et/ou de co-inhibition et leur(s) récepteur(s). Le signal 3 est donné par les cytokines environnantes. CMH : complexe
majeur d’histocompatibilité ; TCR : T-cell receptor. D’apres Liechtenstein et al, J Clin Cell Immuol. 2012, S12 pii:006.

Le premier signal assure la spécificité puisqu’il correspond a la reconnaissance par le TCR, (i) du complexe
CMH-II / peptide antigénique reconnu par le TCR des lymphocytes T CD4", ou (i) du complexe CMH-I /
peptide antigénique reconnu par le TCR des lymphocytes T CDS",

En général, un antigene exogene capturé par la CPA sera présenté dans le contexte du CMH-II alors que les
antigénes intracellulaires (ex : viraux, tumoraux, antigénes du soi) seront présentés dans les molécules du
CMH-I. Cependant, dans certaines conditions, une autre voie de présentation, appelée présentation antigénique
croisée, permet la présentation des Ag exogenes dans les molécules du CMH-I. Cette voie présente un intérét
dans la réponse anti-tumorale puisqu’elle pourrait permettre de présenter des Ag tumoraux dans le CMH-I et
donc d’initier des réponses lymphocytaire T CD8" cytotoxiques spécifiques de la tumeur [11].

Le second signal, médi¢ par l'interaction entre des molécules de co-stimulation, contréle I’intensité de la
réponse. Il est fourni par I’interaction entre les molécules de co-stimulation exprimées par les CPA et leurs
récepteurs exprimés par les lymphocytes T. Les molécules de co-stimulation appartiennent a la superfamille
des immunoglobulines (molécules de la famille B7), de la famille du TNF ou encore de la famille des
intégrines. Les signaux de co-stimulation, par exemple fournis par les interactions CD80-CD86 / CD28 ou par
ICOS-L / ICOS (Figure 2 et 3), sont indispensables pour activer les lymphocytes T et induire leur maturation
en lymphocytes T effecteurs (par exemple une réponse anti-tumorale). En absence d’un second signal, les
lymphocytes T deviennent anergiques, c’est-a-dire incapables de répondre & une nouvelle stimulation, ou
entrent en apoptose.

A c6té des molécules co-stimulatrices, afin de maintenir la tolérance au soi et d’éviter un emballement de la
réponse lymphocytaire, il existe des molécules co-inhibitrices, comme 1’interaction B7-H1 (PD-L1) / PD-1
(Figure 2 et 3).
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Figure 3. Schéma des principales voies de co-inhibition et de co-stimulation du lymphocyte T.
DC : cellule dendritique ; « T cell » : lymphocyte T. D’aprés Bakdash et a/, Front Immunol. 2013, 28;4:53.

Enfin, le troisieme signal est fourni par des cytokines de ’environnement (figure 1 et 2), sécrétées par
différents types cellulaires immunitaires comme les CPA (ex : IL-12) et les lymphocytes T (ex : IL-2 qui agit
de fagon autocrine). Ce signal polarise les lymphocytes T en différents sous-types, définis essentiellement par
leur production cytokinique (décrit auparavant dans le paragraphe 1.2.2, figure 1). Par exemple, des CPA
peuvent produire de I'IL-1 et de I'IL-23 permettant une polarisation des lymphocytes T CD4" naifs humains
en lymphocytes Th17.

2- Les cellules tumorales et leur reconnaissance par le systéme
immunitaire

2.1 Generalitées

Le cancer est définit dans le Larousse Médical comme une maladie qui a pour mécanisme une prolifération
cellulaire anarchique, incontrolée et incessante. Cette prolifération cellulaire anarchique prend naissance a
partir d’une cellule saine qui dégénére pour des raisons d’instabilités génomiques (mutations). Ce processus
peut évoluer vers un cancer avec une augmentation du volume tissulaire constituant ainsi le tissu tumoral.

Cette définition du cancer axée exclusivement sur la cellule tumorale est aujourd’hui complétée par la notion
du microenvironnement tumoral. En effet, il est maintenant établi que le systéme immunitaire et les cellules
tumorales interagissent de fagon bidirectionnelle. Le microenvironnement tumoral est composé par des
cellules du systeme immunitaire, des néovaisseaux, du tissu de soutien (fibroblastes) et des facteurs solubles.
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2.2 De la théorie de | 'immuno-surveillance au concept d’'immunoediting

Deux théories ont été proposées successivement pour décrire les interactions entre les cellules
tumorales et le systéme immunitaire.

a) Théorie de I'immuno-surveillance

Au début du 20°™ siecle, Ehrlich soutient la théorie de I'immuno-surveillance qui propose que le
systéme immunitaire est capable de contrdler et d’éliminer les cellules malignes. Cette théorie reposait sur
différentes observations dont celle de Cooley, qui retrouvait une corrélation entre la régression de sarcomes
osseux et la survenue de surinfection post-opératoire par un streptocoque pathogene responsable d’érésipéle.
Dans les années 1950, Burnet et Thomas ont repris ce concept d’une surveillance par le systéme immunitaire
des cellules tumorales. Les lymphocytes seraient responsables de 1’élimination des cellules tumorales en
continuelle formation.

Cette théorie fut abandonnée suite aux travaux parus dans les années 1980 démontrant que les tumeurs ne se
développaient pas plus rapidement dans des souris nude (déficientes en lymphocytes T et lymphocytes B) que
dans des souris sauvages [12]. Ces résultats furent ensuite expliqués par l'existence de cellules NK
fonctionnelles chez les souris nude [13,14]. Puis dans les années 90, des études ont démontré que le risque de
développement tumoral est plus élevé dans des souris déficientes aux récepteurs de la perforine et de I'IFNy
que dans des souris sauvages [15-17], confirmant un réle du systéme immunitaire dans 1’élimination des
cellules tumorales.

Chez ’homme, les preuves d’une immuno-surveillance sont indirectes : (i) les patients immunodéprimés (par
exemple apres une greffe) développent plus de cancers que les individus non immunodéprimés et (ii) un
infiltrat important de lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de la tumeur, de cellules NK et/ou de cellules
NKT est corrélé avec un bon pronostic dans certains cancers (ovaires, colon) [18].

Néanmoins, des tumeurs malignes se développent chez des individus immunocompétents, indiquant
que I'immunité anti-tumorale ne suffit souvent pas a prévenir la croissance tumorale ou est facilement
débordée par des tumeurs a croissance rapide. Le concept d’immuno-surveillance a donc été élargi au concept
du « cancer immunoediting ».

b) Théorie du « cancer immunoediting »

Selon ce concept, le systéme immunitaire a des effets paradoxaux sur la tumeur [19]. Il peut détruire les
cellules tumorales mais il peut également favoriser la croissance de la tumeur en sélectionnant des cellules qui
¢chappent au systéme immunitaire (suite a une pression immunologique).

L’immunoediting, ou théorie des «trois E», refléte un processus dynamique comprenant 3 phases :
I’¢élimination, I’équilibre et I’échappement [20] (Figure 4).

- La premicre phase d’élimination est assimilée au concept d’immuno-surveillance et correspond a la
détection et a la destruction des cellules tumorales naissantes par les effecteurs de I'immunité innée et
adaptative (Figure 4a). Les principaux acteurs cellulaires de la phase d’¢élimination de la théorie du
« cancer immunoediting » sont décrits dans le chapitre A-3 (CTL et cellules NK).
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- Elle est suivie d’une phase d’équilibre, durant laquelle la pression exercée par le systéme immunitaire
favorise le développement de la tumeur par des mécanismes d’échappement a la réponse anti-
tumorale (Figure 4b) ; ces mécanismes d’échappement comprennent une immunosélection inhérente
aux cellules tumorales (altération de I’antigénicité, résistance a 1’apoptose) et des processus actifs
d’immunosuppression inhérents au systéme immunitaire (modulation de la réponse immunitaire et
inhibition des cellules effectrices).

- Ainsi, la phase finale du processus d’immunoediting correspond a I’échappement tumoral (Figure 4c).
La tumeur, « sculptée immunologiquement », se développe de fagon incontrdlée chez un hote
immunocompétent.

a Elimination b Equilibre c Echappement

Instabilité génétique/Hétérogénéité tumorale

|| Sélection immune | |

Figure 4. Les trois phases de la théorie du « cancer immunoediting ».

La théorie du « cancer immunoediting » ou théorie des « trois E » englobe une phase d’¢élimination (a), une phase d’équilibre (b), et
une phase d’échappement tumoral (c). Sont représentés : les cellules tumorales en développement (bleu), les variants tumoraux
émergents (rouge et orange), les cellules non transformées du stroma (gris), les différentes populations lymphocytaires (rose, bleu,

violet), I’activité cytotoxique des lymphocytes contre les cellules tumorales (jaune) et les cytokines (points orange). CTL :
lymphocyte T CD8" cytotoxiques ; NK : lymphocyte NK ; Thi : Lymphocyte T CD4" auxiliaire Thl. D’aprés Dunn et al, Nat
Immunol. 2002, 3:991.

Finalement, le systtme immunitaire a un double role dans le cancer. Bien qu'il puisse détruire les cellules
tumorales, il peut également soutenir la progression de la tumeur en favorisant I'échappement tumoral et/ou
par la mise en place d'un microenvironnement tumoral immunosuppresseur.

Le développement tumoral dépend donc de 1’équilibre entre la réponse immunitaire anti-tumorale et les
mécanismes d’échappement des tumeurs au systéme immunitaire [21]. Le microenvironnement tumoral, trés
plastique, peut-étre constitu¢ a la fois de cellules capables de détruire les cellules tumorales (cellules NK,
lymphocytes T cytotoxiques et Thl, macrophages M1, et DC) (Figure 5), mais également de cellules
immunosuppressives (MDSC (Myeloid-derived suppressor cells), TAM (« tumor-associated macrophages »),
DC tolérogenes, lymphocytes Th2, Treg et Th17) qui permettent 1’échappement tumoral [22] (Figure 5). Le
microenvironnement tumoral peut étre a la fois localisé en périphérie ou au niveau de la tumeur et dans les
ganglions lymphatiques proximaux. Nous aborderons successivement ces deux types de cellules dans les
chapitres A-3 et A-4.
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Cellules tumorales

Rejet tumoral Croissance tumorale

Figure 5. Les cellules immunitaires infiltrant la tumeur.

Au niveau de la tumeur, la réponse immunitaire est constituée par une balance entre les effecteurs favorisant le rejet tumoral et les
effecteurs favorisant la progression tumorale. Les cellules NK, les cellules dendritiques (DC), les macrophages M1, ainsi que les
lymphocytes T cytotoxiques et Thl favorisent le rejet tumoral. Par opposition, les cellules dendritiques tolérogénes (DC IDO"), les
TAM, les cellules myéloides immunosuppressives (MDSC), et les lymphocytes Th2 et Treg favorisent la croissance tumorale. NK :
lymphocyte NK ; M1 : Macrophage M1 ; CTL : lymphocyte T CD8" cytotoxique ; DC : cellule dendritique ; Thl : Lymphocyte T
CD4" auxiliaire Th1 ; TAM : macrophages associés aux tumeurs ; Th2 : Lymphocyte T CD4" auxiliaire Th2 ; Treg : Lymphocyte T
CD4" auxiliaire régulateur ; Th17 : Lymphocyte T CD4" auxiliaire Th17, MDSC : myeloid-derived suppressive cell. D’aprés
Ostrand-Rosenberg, Curr Opin Genet Dev. 2008, 18(1): 11-18.

2.3 Les antigenes tumoraux

Bien que les cellules tumorales soient des cellules du soi, le systéme immunitaire peut les reconnaitre
par le biais des antigeénes tumoraux. Un antigéne tumoral est une protéine dont certains peptides, exprimés
dans les molécules du CMH-I par les tumeurs malignes, sont reconnus par des lymphocytes T CD§" de
patients. L’identification et la caractérisation moléculaire du premier antigéne tumoral chez I’homme par le
groupe de Thierry Boon, au début des années 1990, ont constitu¢ une étape décisive pour I’'immunologie des
tumeurs. Ces antigénes tumoraux sont utilisés en préclinique en immunothérapie active afin d’induire des CTL
spécifiques de tumeurs. Suite a ce travail pionnier, des centaines d’antigénes associés aux tumeurs ont été
identifiés et classés en cing grands groupes [23] :

1-Les antigénes du groupe «cancer testis» (Ex : Mage, NY-ESO1) sont exprimés spécifiquement par le tissu
tumoral en dehors d’une expression ectopique par les cellules germinales. Les risques de reconnaissance de
ces cellules germinales par les lymphocytes T dirigés contre ce type d’antigéne sont tres faibles car elles
n’expriment pas les molécules CMH.

2-Les antigénes de différenciation sont exprimés dans un tissu donné aussi bien par des cellules normales que
par les cellules tumorales correspondantes. L’induction de réponses anti-tumorales dirigées contre ces

antigénes expose donc au risque d’auto-immunité.

3-Les antigenes mutés (Kras, P53...), des idiotypes d’immunoglobulines exprimés spécifiquement par le clone
B tumoral ou des néoantigénes générés a la suite d’une translocation chromosomique (Bcr-Abl).

4-Des antigenes exprimés par des cellules normales, surexprimés par la tumeur (Her2/neu, Muc 1...).
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5-Des antigenes dérivés d’agents pathogéne : 15 a 20 % des cancers seraient associés a des agents pathogenes,
notamment des virus (papillomavirus et cancers du col de ['utérus ou des voies aérodigestives supérieures,
virus des hépatites B et C et cancer du foie), mais également des bactéries (Helicobacter pylori et cancer de
’estomac) ou des parasites (schistosome et cancer de la vessie) chez I’homme.

3- Les cellules impliquées dans la lyse de la tumeur

Le principal mécanisme immunitaire permettant I’éradication des tumeurs est la lyse des cellules
tumorales par les CTL spécifiques d'antigénes tumoraux (3.1). Les lymphocytes NK vont également détruire
les tumeurs (3.2). L’implication d’autres lymphocytes de I'immunité innée (3.3) et des lymphocytes CD4"
auxiliaires (3.4), de méme que des cellules myéloides (3.5), a également été évoquée.

Au contraire, les preuves attestant que les réponses humorales protégent réellement les individus contre
la croissance tumorale restent peu convaincantes [24]. La réponse humorale ne sera donc pas détaillée par la
suite.

3.1 Les lymphocytes T CDS" cytotoxiques

Les CTL sont les principales cellules effectrices de la réponse anti-tumorale et une fréquence élevée de
CTL infiltrant les tumeurs est corrélée & un pronostic favorable dans différents cancers [25]. Les CTL ont la
capacité de lyser des cellules tumorales par différents mécanismes : (i) la sécrétion de granules contenant des
protéines telles que la perforine ou les granzymes, (ii) I’expression de molécules de la famille du TNF, (iii) la
sécrétion de 'IFNy et du TNFa et enfin (iv) ’expression de la molécule NKG2D qui potentialise leurs
fonctions cytotoxiques. De plus, les CTL sécretent des cytokines et des chimiokines favorisant le recrutement
de PNN et de macrophages amplifiant la réponse anti-tumorale [26].

- (i) Perforine/granzyme

Suite a la reconnaissance de la cellule tumorale, la libération par le CTL, dans la synapse immunologique, de
la perforine et des granzymes (préformés dans des granules) est le mécanisme le plus rapide et le plus puissant
pour lyser les cellules tumorales. Des souris déficientes en perforine ont une capacité de lyse des cellules
tumorales plus faible que les souris sauvages, montrant le role important de la perforine dans la cytotoxicité
des CTL [27]. Des études sur des tumeurs ont montré que la perforine est importante pour I'immuno-
surveillance, contrairement au role des granzymes qui est moins caractérisé [28,29)].

- (ii) Ligands induisant [’apoptose

Les CTL induisent aussi la mort par apoptose des cellules cibles suite a l'interaction des molécules de la
famille du « tumor necrosis factor » (TNF), FasL ou TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand) exprimées a leur surface, avec leurs ligands respectifs sur la cellule cible [30].

- (iii) Expression de cytokines

Les CTL sécretent de nombreuses cytokines telles que 'IFNy et le TNFa. L’IFNy contribue a éliminer
notamment les métastases dans des modeles murins, bloque la prolifération des cellules tumorales et inhibe
indirectement 1’angiogénése ce qui limite la croissance tumorale. L’IFNy active des cellules immunitaires. Il
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stimule 1’expression des molécules du CMH, la production d’IL-12 et I’expression des molécules de co-
stimulation sur les CPA, ce qui accentue la réponse immunitaire effectrice pro-inflammatoire (polarisation des
lymphocytes T en lymphocytes Th1 et activation des CTL) [31].

- (iv) Expression de NKG2D

NKG2D est exprimé sur les NK et sur les CTL et a plusieurs ligands dont des molécules du CMH-1, MICA,
MICB et des ligands de la famille de ULBP. Ces ligands sont souvent exprimés dans des pathologies
notamment les cellules tumorales. NKG2D augmente la cytotoxicité et la prolifération des CTL impliquées
dans la réponse anti-tumorale. C’est pourquoi, il est considéré comme un facteur de co-stimulation des CTL.
Apres activation des CTL par ’antigéne, NKG2D est sur-exprimé et son inhibition diminue la cytotoxicité
[32].

Basés sur ces observations, il est clairement établi que les lymphocytes T CD8" cytotoxiques ont un role
primordial dans 1’¢limination des cellules tumorales chez [’homme.

3.2 Les lymphocytes NK

Chez I’homme, le role des NK dans I’'immuno-surveillance a ét¢ démontré dans de nombreuses études.

Les cellules NK lysent les cellules tumorales par des mécanismes identiques aux lymphocytes T CD§’
cytotoxiques décrits dans la figure 6 [33].

L’infiltration des NK dans les tumeurs est de bon pronostic dans différents cancers. Le role bénéfique des NK
dans le cancer a été démontré dans des essais cliniques. Dans des leucémies myéloides, I’injection de NK allo-
réactifs induit une importante protection et survie des patients [34]. Néanmoins, dans les tumeurs établies,
Iinfiltrat des lymphocytes NK est faible ce qui entraine une élimination moins efficace des cellules tumorales
[34].
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Figure 6. Les principales fonctions anti-tumorales des cellules NK.
Les cellules NK utilisent les molécules perforine/granzyme (a), les molécules de la famille du TNF (b) ou la sécrétion de cytokines
telles que I"'TFNy (c) pour détruire les cellules tumorales. D’apres Smyth et al, Nat Rev Cancer. 2002, 2(11):850-61.

3.3 Les autres populations lymphocytaires de | immunité innée

Outres les lymphocytes NK, deux sous populations lymphocytaires non conventionnelles de I'immunité
innée, que sont les lymphocytes T v0 et les cellules NKT, présentent également une activité anti-tumorale.

3.3.1 Les lymphocytes T yd
Le TCR est constitué¢ de deux chaines polypeptidiques liées par un pont disulfure et ancrées dans la
membrane des lymphocytes. Quatre chaines polypeptidiques existent : a, B, y et 8. Outres les lymphocytes T
conventionnels (décrits dans le paragraphe suivant) qui expriment un TCR composé des chaines o et et sont
des cellules de I'immunité adaptive, les lymphocytes T y6 sont des cellules de I'immunité innée et représentent

une sous-population minoritaire des lymphocytes T du sang périphérique (<10% des lymphocytes T). Ils sont
localisés dans les épithéliums des muqueuses, le sang et les organes périphériques [35].

Il existe différents sous-types de lymphocytes T yd chez I’homme : les lymphocytes T 81 (également présents
chez la souris) et les lymphocytes T 952 (non retrouvés chez la souris). In vitro, ces cellules reconnaissent des
antigénes tumoraux, expriment la molécule NKG2D, et sécrétent de I'IFNy et du TNFo, leur conférant des
propriétés anti-tumorales [36]. Des essais cliniques dans le mélanome, dans le cancer du sein ou dans les
leucémies, utilisant des lymphocytes T yd ou leurs ligands sont en cours [37].
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3.3.2 Les cellules « NKT »

Les cellules NKT expriment des marqueurs de cellules NK (ex : NK1.1 chez la souris et CD56 chez
I’homme) ainsi qu'un TCR of. La majorité des cellules NKT exprime un TCR invariant et non restreint aux
molécules du CMH. Elles reconnaissent un antigeéne lipidique ou glycolipidique (principalement 1’0-
galactosylceramide) présenté dans une molécule de CMH-I non conventionnelle, la molécule CD1d. Les rdles
des cellules NKT dans la réponse anti-tumorale, étudiés in vitro et in vivo, sont divers : (i) une production
d’IFNy induite par I'IL-12 ou I’a-galactosylceramide présentée dans la molécule CD1d et (ii) une cytotoxicité
naturelle via la perforine ou la reconnaissance par la molécule NKG2D des cellules tumorales [38].

3.4 Les lymphocytes T CD4" : un réle auxiliaire

Comme décrit dans le paragraphe A-1, différents sous-types de lymphocytes T auxiliaires existent. Ils
ont des fonctions anti- ou pro-tumorales (Figure 1) [39]. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux sous-
populations ayant des propriétés anti-tumorales : les lymphocytes Thl et Thl7. Néanmoins, le role des
lymphocytes Th17 en tant qu’initiateurs d’événements pro- ou anti-tumoral reste controvers¢ et semble
dépendre du contexte du développement tumoral [22,40,41]. Le role pro-tumoral des lymphocytes Th17 sera
décrit dans le chapitre A-4.

-Les lymphocytes Th1

Le role anti-tumoral des lymphocytes Thl et de I'IFNy a été mis en évidence dans des modeles murins. Les
tumeurs se développent beaucoup plus rapidement dans les souris déficientes en IFNy ou dans la voie de
signalisation de I'IFNy que dans des souris sauvages [42]. Les lymphocytes Thl exercent une activité anti-
tumorale directement via la sécrétion d’IFNy ou indirectement via le recrutement et l'activation de cellules de
I’'immunité innée, telles que les cellules NK [43]. De plus, les lymphocytes Thl favorisent le développement et
activation des CTL via la sécrétion d’IL-2 et activent les CPA aprés liaison a CD40 (interaction
CD40L/CD40) leur permettant d'activer les lymphocytes T CDS'.

-Les lymphocytes Th17 pro-inflammatoires

Les lymphocytes Th17 induisent le recrutement de cellules anti-tumorales (NK, DC, PNN et lymphocytes
Thl) (Figure 7 et 10), et, outre I'[L-17, sécrétent de I'IL-21, connue pour activer les CTL [44,45]. De plus, les
lymphocytes Th17 produisent de I'IFNy et du TNF leur conférant une activité anti-tumorale [46]. Des études
ont montré une corrélation entre le nombre des lymphocytes Th17 et I’augmentation de la survie des patients
dans différents types de cancers comme les tumeurs de la prostate [47] ou des tumeurs de la plévre [48]. Une
corrélation a été décrite entre le taux important d’IL-17 et la survie des patients dans le cancer de I’ovaire [49].
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Figure 7. Phénotype et fonctions des lymphocytes Th17.

Les lymphocytes Th17 induisent une inflammation qui sert & détruire des pathogénes extracellulaires et peuvent contribuer a
plusieurs maladies auto-immunes. Cette sous-population lymphocytaire sécréte des cytokines comme I'IL-17 ou I'IL-22 qui
recrutent des leucocytes dans les sites de reconnaissance antigénique.

Finalement, il a ét¢ suggéré que les lymphocytes Th2 pourraient présenter des propriétés anti-tumorales in
vitro via les sécrétions d’IL-4 et d’IL-5. Elles activent les polynucléaires éosinophiles qui peuvent libérer des
protéines cytotoxiques [39].

3.5 Les cellules myéloides

3.5.1 Les cellules dendritiques

Par leur fonction de CPA, les DC jouent un role primordial dans I’activation des lymphocytes T. Elles
peuvent donc orienter vers une réponse lymphocytaire T anti-tumorale en induisant des lymphocytes Thl ou
des CTL.
Parmi les CPA, les DC sont les plus efficaces pour présenter un antigéne exogéne aux lymphocytes T CD8"
naifs et induire leur activation [50]. De ce fait, les DC sont ciblées dans I'immunothérapie active afin d’induire
une réponse efficace des CTL.
De plus, certaines cellules dendritiques possedent des fonctions cytotoxiques et participent & 1’élimination

tumorale. Les principales molécules effectrices exprimées par ces cellules dendritiques tueuses sont : TRAIL
et FasL (en réponse a une activation par 'IFNy), perforine et granzyme, et I’oxyde nitrique (NO) [51]. Ces DC
tueuses peuvent également phagocyter les cellules tumorales en apoptose et présenter de fagon croisée les
antigénes tumoraux aux lymphocytes T CD8", induisant ainsi leur activation [52].

Un nombre important de DC infiltrant la tumeur est de bon pronostic dans des cancers colorectaux avec des
métastases hépatiques [53,54], c’est pourquoi les DC sont ciblées dans I'immunothérapie active. Cependant,
dans des modeles murins, il y a moins de DC matures dans les ganglions lymphatiques, la rate et la peau de
souris atteintes de cancer comparativement a des souris saines [55,56]. Chez I’homme, le nombre de DC est
réduit dans le sang de patients cancéreux comparativement a des donneurs sains [57-59]. L’ablation
chirurgicale de la tumeur permet aux patients de retrouver un nombre normal de DC (cancer de la prostate et
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du sein) [57,59], indiquant que des facteurs produits par la tumeur pourraient étre a 1’origine de ce déficit de
DC circulantes. Ceci est confirmé par une étude montrant que des exosomes libérés par des cellules tumorales
mammaires inhibent la différenciation des DC [60].

3.5.2 Les macrophages et les neutrophiles

Le role anti-tumoral des Mo et des PNN a été démontré in vitro, mais peu d’études ont démontré leurs
roles in vivo. Les macrophages forment une population hétérogeéne et peuvent a la fois contribuer a la
destruction tumorale ou au contraire favoriser la croissance tumorale en fonction de leur phénotype [61]. Ce
sont les macrophages pro-inflammatoires (appelés M1) qui participent a la destruction des cellules tumorales
(via la production de cytokines pro-inflammatoires, comme I’IL-12, I'IL-1 et I'IL-6, d’intermédiaires toxiques
de I’azote et de ’oxygene, de monoxyde d’azote (NO) et de molécules cytotoxiques TRAIL ou FasL). Ces
cellules sont également capables d’activer les CTL [62].

De méme, des sous types de neutrophiles pro et anti-tumoraux ont été décrits. Par analogies aux macrophages,
les neutrophiles, capables de lyser les cellules tumorales, et caractérisés par la production de TNFa, de NO, et
de péroxyde d’hydrogene, ont ét¢ appelés neutrophiles N1 [63]. Néanmoins, in vivo, des études ont souligné
des effets anti-tumoraux des neutrophiles associés a la tumeur a travers différents mécanismes que sont [64] :

- D’induction de I’apoptose des cellules tumorales et

- D’inhibition de la croissance tumorale et de I’angiogénese.

4- L’échappement tumoral et les cellules immunosuppressives

Malgré la présence de cellules immunitaires capables de lyser les cellules tumorales, la tumeur se
développe spontanément chez des personnes immunocompétentes. Ce processus correspond a la phase
d’échappement de la théorie du « cancer immunoediting ».

4.1 L échappement tumoral : généralités

Les cellules tumorales développent différentes stratégies pour échapper a une destruction par les
cellules du systéme immunitaire (Figure 8) [65]. Ce processus dynamique, résulte d’une adaptation des
cellules tumorales & la « pression immunologique ». Les cellules tumorales sont capables de se cacher (a),
lyser (b), résister (c) ou inhiber les cellules immunitaires (d).
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Figure 8. Schéma non-exhaustif des stratégies d’échappement de la tumeur au systéme immunitaire.

Les cellules tumorales induisent une immunosuppression en sécrétant des cytokines, en recrutant des cellules immunosuppressives
ou en échappant a la reconnaissance par les lymphocytes T. LT : lymphocyte T ; TAM : tumor-associated macrophage ; DC : cellule
dendritique ; MDSC : myeloid-derived suppressive cell. D’aprés Wiener, N Engl ] Med. 2008, 358: 2664-2665.

a) La tumeur peut se cacher du systéme immunitaire. Lors de la phase d’équilibre, les cellules tumorales sont
soumises a une pression de sélection par le systtme immunitaire qui favorise la sélection des cellules
tumorales ayant mutées et perdues I’expression de certaines molécules du CMH-I (HLA-A, B ou C),
d’antigénes tumoraux ou de molécules de co-stimulation pour éviter leur reconnaissance par les CTL [65].

b) Les cellules tumorales peuvent développer des mécanismes de résistance a ’apoptose. Elles acquiérent des
mutations au niveau de molécules impliquées dans le processus de mort cellulaire (Récepteurs au FasL et
TRAIL), rendant ce processus inefficace et/ou elles peuvent sur-exprimer des molécules anti-apoptotiques
(Bcl-2) [66].

¢) La tumeur peut induire la mort par apoptose des cellules immunitaires via I’expression de molécules
cytotoxiques telles que FasL ou PD-L1. Ce phénomene est appelé « tumor counter-attack » [67,68]. De plus,
les cellules tumorales peuvent exprimer les molécules HLA-E ou -G (CMH-I non classiques) qui inhibent
Iactivité anti-tumorale des CTL et des NK par liaison avec des récepteurs inhibiteurs [65,69,70].

d) Finalement, les cellules tumorales mettent en place un environnement immunosuppresseur dans les

ganglions drainants la tumeur ou en périphérie de la tumeur [68,71-73]. Pour ce faire, elles produisent des
cytokines anti-inflammatoires et pro-angiogéniques telles que I'IL-10, le TGF, le VEGF, I'IL-6 qui favorisent
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le recrutement et/ou la génération de cellules immunosuppressives. Ces cellules immunosuppressives et pro-
tumorales sont constituées de cellules myéloides (MDSC, DC, macrophages) et lymphoides (lymphocytes T
régulateurs, Th2 et Th17) pro-tumorales.

Dans le chapitre suivant, nous décrirons les cellules immunitaires qui présentent des propriétés
immunosuppressives et pro-tumorales, notamment les lymphocytes T régulateurs, les lymphocytes Th17 et
Th2 ainsi que des cellules myéloides.

4.2 Les lymphocytes T immunosuppresseurs / pro-tumoraux

4.2.1 Les lymphocytes T régulateurs CD4"

Les lymphocytes Treg CD4" sont une population de lymphocytes T hétérogénes, importante dans le
maintien de I’homéostasie des lymphocytes T. Dans de nombreux cancers, les lymphocytes Treg, présents
localement, contribuent & inhiber les réponses anti-tumorales effectrices.

11 existe deux populations de lymphocytes Treg CD4" : les lymphocytes Treg naturels et les lymphocytes Treg
dits induits (ou adaptatifs) [74,75].

Les lymphocytes Treg naturels se développent dans le thymus et sont caractérisés par le phénotype CD4"
CD25" Foxp3™ chez la souris [76]. Chez I’homme, la caractérisation phénotypique des lymphocytes T

régulateurs naturels est un peu plus complexe : des lymphocytes T CD4" CD25“* Foxp3” ont été initialement
décrits et ont une fonction régulatrice. Cependant, des lymphocytes T CD4™ exprimant des taux moins
importants de CD25 peuvent étre Foxp3 " et posséder des propriétés régulatrices [77]. La sélection des cellules
CD4" CD25"" ne représente donc pas I’ensemble des lymphocytes T régulateurs naturels. De plus, Foxp3 et
CD25 peut étre induits dans les lymphocytes T CD4" humains aprés activation par le TCR et leur expression
est transitoire et Foxp3 peut étre exprimé par les cellules tumorales [78].

Ainsi, les marqueurs CD25 et surtout Foxp3 n’apparaissent donc pas spécifiques des lymphocytes Treg chez
I’homme et ne représentent pas que les lymphocytes Treg [76]. En conséquence, 1’association de plusieurs
marqueurs avec notamment le CD25 est proposée pour identifier les lymphocytes Treg : une faible expression
du CD127 (le récepteur a I'1L-7) [77], I’expression de CTLA-4 [79] ou de GITR [80].

Les lymphocytes Treg induits se développent en périphérie, dans les organes lymphoides secondaires et sont
généralement Foxp3". Ces lymphocytes T correspondent aux lymphocytes Th3, qui produisent du TGFp, et
aux Trl qui sécretent de I'[L-10 [76]. Cependant, des études ont montré la possibilit¢ d’induire des
lymphocytes T CD4" Foxp3 ™ & partir des lymphocytes T CD4" CD25™ chez I’homme [81] et la souris [82] par
des mécanismes impliquant le TGFp et/ou I'IL-10. Certains marqueurs exprimés par les lymphocytes Treg

naturels (Hélios et Neuropiline-1 (Nrp-1)) ne serait pas exprimés par les lymphocytes Treg induits ce qui
permettrait de les distinguer.

D’un point physiologique, les lymphocytes Treg sont essentiels dans le maintien de la tolérance immunitaire.
En régulant notamment I’activation des lymphocytes T effecteurs, ils permettent de prévenir des maladies
auto-immunes et les inflammations chroniques comme 1’asthme mais ils peuvent inhiber les réponses
immunitaires contre les parasites et les virus.
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Dans le cancer, les lymphocytes Treg ont un role pro-tumoral et lors de vaccination thérapeutique, ils peuvent
inhiber I'immunité anti-tumorale. Le nombre de Treg est augmenté dans le sang, les tumeurs, et/ou les
ganglions lymphatiques de patients atteints de nombreux types de cancers [74,83]. Ainsi, des lymphocytes T
CD4" Foxp3™ IL-10" spécifiques d’antigénes de mélanome qui inhibent les réponses des lymphocytes T CD4"
CD25 ont récemment été décrits [84]. Les lymphocytes Treg ont été beaucoup étudiés dans le cancer de
I’ovaire et le nombre important de lymphocytes Treg est de mauvais pronostic [85]. Un modele de cancer de
I’ovaire humain a été réalisé en injectant (i) des lymphocytes T humains (isolés d’ascites) stimulés par des DC
autologues « chargées » avec ’antigéne de tumeur Her2, (ii) des lymphocytes Treg autologues et (iii) des
tumeurs ovariennes humaines Her2" dans des souris SCID [85]. Ce modéle a permis de démontrer le role des
lymphocytes Treg dans I'inhibition des réponses CTL spécifiques d’antigénes tumoraux et donc dans la
croissance tumorale [85].

Les mécanismes a 'origine des fonctions immunosuppressives des lymphocytes Treg tels que (i) I’expression
du CTLA-4, (ii) la production d’IL-10, TGFp, perforine et granzyme et (iii) la génération des DC tolérogenes
par les Treg sont regroupés dans la figure 9.

Des lymphocytes Treg naturels, des Trl et des lymphocytes Th3 sont présents dans 1’environnement tumoral
[74]. Les lymphocytes Treg naturels sont recrutés au sein de la tumeur par la chimiokine CCL22 [85]. Les
lymphocytes Treg induits peuvent étre générés par :

(1) des DC immatures par la sécrétion d’IL-10 ou de TGFp (expansion des lymphocytes Treg) [86-88],

(i1) des DC tolérogenes via I’expression de B7-H1 [89,90] ou d’IDO [91,92],

(iii) par les pDC exprimant IDO [93],

(iv) par les MDSC exprimant Argl [94],

(v) par les TAM exprimant GILZ [95] (molécule induisant I’accumulation de lymphocytes T

régulateurs [96]), ou

(vi) par la sécrétion d’IL-10 [97] ou de TGFp [98].
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Figure 9. Les mécanismes d’action possibles des lymphocytes T régulateurs dans I’environnement tumoral.

a. Les lymphocytes T régulateurs induisent 1’expression de B7-H4 sur les TAM ou de B7-HI sur les DC, qui inhibent alors les LT. b.
Les lymphocytes T régulateurs tuent les lymphocytes T et les CPA par un mécanisme dépendant de la perforine et des granzymes B.
c. Les lymphocytes T régulateurs exprimant CTLA-4 induisent I’expression d’IDO par les CPA qui provoquent I’apoptose des
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lymphocytes T et /ou leur anergie. d. Les lymphocytes T régulateurs sécrétent de I'IL-10 et/ou du TGFp qui inhibent I’activation des
lymphocytes T directement ou indirectement en inhibant les fonctions des CPA; adapté de Zou W. Nat Rev Immunol.
2006;6(4):295-307.
4.2.2 Les lymphocytes T régulateurs CD8"
Les lymphocytes T régulateurs CD8", aussi appelés lymphocytes T suppresseurs, ont été décrits dans

les années 1970 [99], et sont propices a I’échappement tumoral [100]. Les lymphocytes T CD8" CD2§
infiltrant des tumeurs inhibent les fonctions cytotoxiques et la prolifération des lymphocytes T [101] et
augmentent I’expression des molécules ILT3 et ILT4 sur les DC, induisant I’anergie des lymphocytes T
auxiliaires [102]. Chez des patients atteints de cancer de la prostate, des lymphocytes T CD8" Foxp3 " infiltrant
la tumeur inhibent les réponses lymphocytaires T [103]. Dans le cancer de 1’ovaire, les pDC induisent le
recrutement de lymphocytes T IL-10° CCR7" CD8" dans les ganglions lymphatiques qui inhibent les réponses
des lymphocytes T spécifiques d’antigénes tumoraux [104].

De plus, des lymphocytes T CD8" sécrétant de I’IL-10 et du TGFB ont été isolés des ganglions, des poumons
et des tumeurs dans un modele murin de cancer du colon avec des métastases pulmonaires [100]. Dans un
modéle murin de tumeurs du sein, des lymphocytes T CD8", via la sécrétion 1'IL-17, protégent les cellules
tumorales de 1’apoptose [105] et induisent le recrutement de PNN pro-tumoraux [106].

4.2.3 Les autres populations lymphocytaires pro-tumorales : Th17 et Th2

- Les lymphocytes Thi7 : anti- ou pro-tumoral ?

Le role des lymphocytes Th17 dans le cancer est trés controversé. Leur fonction semble varier selon la
nature du cancer, sa localisation et 1’état d’avancement de la maladie [107]. Un nombre important de
lymphocytes Th17 a été décrit dans de nombreux cancers, comme dans les ganglions de patients atteints de
cancers gastriques a des stades avancés [108], dans les tumeurs de la prostate [47], dans les tumeurs
ovariennes, du pancréas et du rein [109]. L'IL-17 est également détectée dans des cellules tumorales de
lymphomes T cutanés [110].

Malgré un effet anti-tumoral décrit dans la littérature (décrit précédemment dans le chapitre A-3.4), les
lymphocytes Th17 sont généralement considérés comme pro-tumoraux (figure 10) [22].

Ils produisent de I'IL-17 qui induit la production de cytokines inflammatoires et pro-angiogéniques telles
qu’IL-6, IL-8, TNFa, IL-1 et le VEGF [111,112] favorisant le développement tumoral. Ainsi, ils sont corrélés
a une vitesse accrue du développement tumoral et @ un mauvais pronostic dans des études sur des
hépatocarcinomes [113], des cancers de la prostate [114] ou des carcinomes pulmonaires [115].

De plus, des études in vitro ont montré une expression de CD39 et CD73 (des ectonucléotidases qui réduisent
I’ATP en adénosine) ou de TGFp a la surface des lymphocytes Thl7, qui induisent un environnement
immunosuppresseur [45,46,116,117]. Les lymphocytes T étant des cellules plastiques, les lymphocytes Th17
peuvent aussi se polariser en lymphocytes Treg immunosuppresseurs [45].
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Figure 10. Roles controversés des lymphocytes Th17 dans le cancer.

Les lymphocytes Th17 présentent a la fois des propriétés anti-tumorales et pro-tumorales qui différent selon I’induction, le
phénotype des Th17, la nature et le stade des cancers. NK : lymphocyte NK ; Tcl : lymphocyte T CD8" cytotoxiques ; DC : cellule
dendritique ; Thl : Lymphocyte T CD4" auxiliaire Thl ; Treg : Lymphocyte T CD4" auxiliaire régulateur ; Th17 : Lymphocyte T
CD4" auxiliaire Th17. D’aprés Guérie and Hugues BioMed Research International, 2015 Article ID 314620

- Les lymphocytes Th2 : un role pro-tumoral

Les lymphocytes Th2 sont essentiellement pro-tumoraux. Ils favorisent une réponse humoral et inhibent
la polarisation des lymphocytes Th1 [39].
Un nombre important de lymphocytes Th2 et un nombre faible de lymphocytes Thl sont retrouvés dans le
sang de patients atteints de cancers gastriques, colorectaux ou de la vessie [118,119]. Dans les carcinomes du
col de I'utérus, les lymphocytes T infiltrant la tumeur présentent un profil cytokinique de type Th2 (IL-4"**
IFNy™™) [120].
La présence de lymphocytes Th2 IL-13" favorise la survie et la croissance de différentes tumeurs murines
[121], et chez ’homme dans des tumeurs du sein [73]. Dans un modele de tumeurs mammaires dans des souris
humanisées, 1’ajout d’anticorps neutralisants I'IL-13 prévient la croissance de la tumeur, démontrant que les
lymphocytes Th2 sont importants dans le développement tumoral [73].
De plus, les lymphocytes Th2 aident a la réponse lymphocytaire B et différentes études montrent que des
anticorps circulants ciblant la tumeur seraient de mauvais pronostic [122]. Une régression spontanée de
tumeurs implantées a été observée dans des souris déficientes en lymphocytes B, contrairement dans des souris
sauvages [123]. Le transfert de lymphocytes B dans les souris déficientes conduit a une croissance tumorale et
a une diminution des réponses de lymphocytes Thl et CTL, démontrant le role pro-tumoral des lymphocytes
Th2 en favorisant une réponse humoral [123].
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4.3 Les cellules myéloides immunorégulatrices pro-tumorales

Dans la majorité¢ des tumeurs solides, les cellules myéloides sont de loin plus abondantes que les
lymphocytes T pro-tumoraux. Chez I’homme, le microenvironnement immunosuppresseur tumoral est
principalement constitué de TAM (dont le réle et les caractéristiques seront développés dans la section B), de
TAN (« tumor-associated neutrophils ») et contient également des DC tolérogénes. Le terme de MDSC
(« myeloid-derived suppressor cells ») est surtout utilis¢é dans la caractérisation du microenvironnement
immunosuppresseur tumoral dans des modéles tumoraux murins.

4.3.1 Les cellules dendritiques tolérogéniques
Par opposition aux TAM, le nombre de DC est faible chez des patients atteints de cancer. En effet, de
nombreux facteurs bloquant la différenciation/recrutement des DC matures. Ce sont surtout des DC immatures

qui sont retrouvées dans les ganglions lymphatiques drainants la tumeur ou en périphérie de la tumeur [72], ou
encore dans les tumeurs de patients atteints de cancer de la prostate ou de carcinomes rénaux ou elles peuvent
rencontrer les lymphocytes T [124-126].
Ces DC, immatures ou semi-matures, n’induisent pas de réponse anti-tumorale mais au contraire induisent une
tolérance des lymphocytes T vis-a-vis de la tumeur en les rendant anergiques [127,128], et sont donc nommées
DC tolérogénes. De plus, les DC immatures peuvent induire la différenciation des lymphocytes T en
lymphocytes Treg qui eux-mémes inhibent la réponse des CTL ou des lymphocytes Th1 [86,87,129].
Ces DC immatures, retrouvées chez les patients (dans la tumeur ou circulantes), expriment des molécules co-
inhibitrices et peu de molécules de co-stimulation [130,131]. B7-H1 (ou PD-L1), exprimée notamment par les
DC tolérogenes ou les cellules tumorales [132], se lie @ PD-1 (« programmed cell death 1 ») exprimé par les
lymphocytes T et cette interaction induit (Figure 11) :

- lapoptose, I’anergie des lymphocytes T

- la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes T

- Dactivation des lymphocytes Treg

- la protection des cellules tumorales de la lyse par les CTL [133]

- Dinhibition de la production d’IL-12 par les DC [89]
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Figure 11. Mécanismes d’action de B7-H1 dans la tumeur.

Les cellules tumorales et les DC expriment B7-H1. Les LT régulateurs peuvent aussi exprimés B7-H1. Cette molécule va induire
’apoptose, ’anergie, la sécrétion d’IL-10 ou un épuisement des LT. De plus, B7-H1 permet aux cellules tumorales de former un
bouclier moléculaire les protégeant contre la lyse par les CTL. D’aprés Zou et Chen, Nat Rev Immunol. 2008, 8(6):467-77. CTL :
lymphocyte T CD8" cytotoxiques ; DC : cellule dendritique ; Treg : Lymphocyte T CD4 auxiliaire régulateur.

4.3.2 Les polynucléaires neutrophiles pro-tumoraux
Les TAN représentent un ensemble de neutrophiles, des neutrophiles NI (anti-tumorale) aux
neutrophiles N2 (pro-tumoraux). Dans les tumeurs avancées (murines ou humaines), la majorit¢ des

neutrophiles sont de phénotype N2 [63], c’est & dire qu’ils sécrétent des facteurs pro-angiogéniques telles que
le VEGF et la MMP9 ainsi que 1’oncostatine M (OSM) qui augmente la production de VEGF [134,135].

4.3.3 Les MDSC

Les MDSC ont surtout ét¢ observées et caractérisées chez la souris. D’abord nommées « immature
myeloid cells » ou « myeloid suppressive cells » (MSC), du fait de leur capacité a supprimer les réponses
immunitaires [136,137], ces cellules ont ensuite ét¢ appelées « myeloid-derived suppressor cells » ou MDSC
en 2007, afin d’éviter toute confusion avec les cellules souches mésenchymateuses (¢galement appelées MSC)
[138].
Ces cellules forment une population hétérogéne immature qui peuvent se différencier, selon les facteurs
présents dans le microenvironnement, en TAM, en TAN [135] et en DC tolérogéniques [139]. Les MDSC
murines définies par ’expression de CD11b et Grl [137,139], peuvent exprimer des marqueurs de cellules
myéloides peu différenciées tels que CD31 [140] et d’autres marqueurs d’immunosuppression: CD115
(récepteur au M-CSF) [141], ou CD124 (récepteur a I'IL-4) [142]. Elles expriment des molécules du CMH-I
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mais pas du CMH-II [143]. Deux sous-populations ont été identifiées : les MDSC monocytaires et les MDSC
granulocytaires [144].

Chez I’homme, ces cellules sont beaucoup moins étudiées. Des cellules myéloides immatures
circulantes ont ét¢ identifiées chez des patients atteints de cancer du sein ou du poumon [57,145]. Ces cellules
ont un role immunosuppresseur et sont caractérisées par le phénotype CD13", CD14", CD157, CD33" et CD34"
[57,145]. Elles représentent 3% des cellules my¢loides dans le sang d’individus sains. Leur proportion est
augmentée de plus de cinq fois chez les patients atteints de cancer [57,145]. Une étude dans le cancer du sein a
positivement corrélé le nombre de MDSC avec le stade de la maladie [146].

Les principales propriétés des MDSC sont :
(1) d’inhiber la prolifération des lymphocytes T [147,148],
(i1) d’inhiber la production d’IFNy par les lymphocytes T CD8" [143],
(i)  d’inhiber la génération de CTL en bloquant la liaison CMH/Ag et TCR/CDS [149],
(iv) d’inhiber la différenciation ou la prolifération des CTL in vitro [148,150],
(v) d’inhiber les NK et les Mo pro-inflammatoires [151,152], et
(vi)  de favoriser le développement des lymphocytes T régulateurs CD4" [141,153].

De plus, les MDSC sécréetent la MMP9 qui libere le VEGF contenu dans la matrice extracellulaire, favorisant
la vascularisation de la tumeur [154] ainsi que le recrutement et ’expansion des MDSC (ce qui met en place
une boucle d’amplification).

S- Immunothérapie anti-tumorale et levée de 'immunosuppression
5.1 : Généralités sur 'immunotheérapie anti-tumorale

Malgré la chimiothérapie ou la radiothérapie, le cancer provoque toujours le déces de nombreux
patients, nécessitant la recherche de thérapies complémentaires telles que I’'immunothérapie.
Les principales stratégies d’immunothérapie anti-tumorale sont basées sur :
- I'utilisation de molécules effectrices (I'immunothérapie passive),
- I'utilisation des cellules immunitaires effectrices (I'immunothérapie adoptive) ou
- 'induction d’une réponse immunitaire protectrice (I'immunothérapie active ou vaccination
thérapeutique)

L’immunothérapie passive, utilisée en thérapie, repose sur I'injection d’anticorps humanisés, par
exemple ciblant Her2/neu, EGFR, VEGF, CD20, CD52 ou encore CD33 qui sont préconisés pour le traitement
de certaines tumeurs solides et hématopoiétiques. Ces Ac sont dirigés contre des antigenes exprimés a la
surface des tumeurs ou contre des molécules intervenant dans le développement tumoral (ex : molécules
favorisant I’angiogénése) [155]. Les premiers vont agir en entrainant 1’opsonisation des cellules tumorales,
leur phagocytose et/ou leur destruction par les NK. Les seconds interferent avec une interaction
ligand/récepteur impliquée dans la croissance tumorale. Ces anticorps peuvent permettre la stimulation du
systéme immunitaire adaptatif [156].
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Contrairement a I'immunothérapie passive, I'immunothérapie adoptive et la vaccination thérapeutique restent
au stade de recherche et d’essais cliniques.

L’immunothérapie adoptive consiste & injecter chez les patients des lymphocytes autologues capables de
lyser les cellules tumorales. Ces populations lymphocytaires T, préalablement sélectionnés et amplifiés ex vivo
[157], sont caractérisées par la présence de CTL spécifiques d’antigénes tumoraux, comme des lymphocytes
issus de la tumeur appelés TIL (« Tumor infiltrating Lymphocytes »), des lymphocytes du sang périphérique
stimulés in vitro par des antigénes tumoraux ou des clones T CD8". Une nouvelle stratégie est aussi utilisée
appelé « CAR T-cells » qui consiste, in vitro, & modifier génétiquement des lymphocytes T du patient afin
qu’ils expriment un récepteur chimérique spécifique d’un antigéne tumoral afin d’éviter les effets néfastes sur
d’autres organes du patient. Des cellules NK activées peuvent également étre injectées [158].

L’immunothérapie active a pour but d’induire in vivo une réponse CTL spécifique d’antigénes tumoraux
capable de détruire les tumeurs et d’induire une réponse lymphocytaire T mémoire. Brievement, les antigénes
tumoraux ont été utilisés sous formes protéiques (lysats tumoraux, de protéines ou de peptides) ou nucléiques
(vecteurs viraux recombinants ou plasmides) injectés soit en présence d’adjuvant (antigénes protéiques) ou soit
par des cellules dendritiques autologues générées et chargées par I’antigéne tumoral in vitro (respectivement
chargement, infection ou transfection) puis réinjectées au patient. Cette étape de thérapie cellulaire étant
lourde et couteuse, des approches actuelles consistent a injecter des antigénes tumoraux préalablement couplés
a des vecteurs qui vont cibler in vivo les cellules dendritiques et induire leur maturation afin qu’elles activent
des lymphocytes T CD4" et/ou CD8" (Figure 12) [159].

antigénes de tumeur couplés & des vecteurs

W -

In vivo

In vitro

chargement de la DC en antigéne(s)
de tumeur et activation

Figure 12. Deux stratégies d’immunothérapie ciblant les cellules dendritiques.

La premiere stratégie (gauche) consiste 8 manipuler in vitro les DC autologues avant de les réinjecter au patient. La seconde stratégie
consiste & injecter un couple antigéne tumoral — vecteur qui ciblera in vivo les DC. D’aprés Biragyn et Kwak, Nat Med. 2000;6:966-
8. DC : Cellules dendritiques.

Bien que les essais basés sur ces approches induisent des réponses CTL spécifiques [160] et montrent
parfois des résultats spectaculaires [161], ils restent cependant décevants [67,158,162]. Leur relative
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inefficacité peut en partie s’expliquer par I'immunosuppression mise en place dans I’environnement tumoral
lors de la phase d’échappement tumoral décrite dans le chapitre A-4 de I’introduction.

A T’heure actuelle, des stratégies visant & lever I'immunosuppression ont ét¢ développées afin de booster la
réponse immunitaire anti-tumorale. Elles visent a inhiber les signaux immunologiques inhibiteurs et/ou a
induire la déplétion des cellules régulatrices (Treg et TAM principalement). Ces approches sont déja utilisées,
de fagon complémentaire, aux traitements telles que la chimiothérapie, la radiothérapie, la chirurgie et
I'injection d’Ac humanisés (immunothérapie passive). Elles devraient également permettre d’augmenter
Iefficacité des stratégies vaccinales anti-tumorales [74].

5.2 Levée de I'immunosuppression

Les stratégies actuellement proposées pour lever I'immunosuppression et augmenter ainsi la réponse
immunitaire anti-tumorale effectrice (spontanée ou induite par les cellules) consistent a agir :
- au niveau des points de contrdle immunologiques (« immune checkpoints ») immunorégulateurs.
- sur les cellules immunosuppressives que sont les Treg et les TAM.

5.2.1 Inhibition des points de controle immunologiques
Physiologiquement, les points de controle atténuent la réponse immunitaire des lymphocytes T,

prévenant une sur-activation des lymphocytes T délétére pour I’hote. Néanmoins, dans le microenvironnement
tumoral, de nombreux points de contréle sont sur-exprimés et induisent I’anergie des lymphocytes T et
I'inactivation des NK. De nombreuses études ont été réalisées sur les molécules « CTLA-4 » et « PD-1»
conduisant a des résultats trés efficaces en clinique. Les principales données mentionnées dans ce paragraphe
sont détaillées dans les revues et les articles suivants [163-166].

a) Neutralisation de CTLA-4. « Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 » est une molécule co-
inhibitrice, exprimée principalement sur les lymphocytes T CD4" activés (et pas sur les lymphocytes T CD§"

cytotoxiques), qui régule I’activation du lymphocyte T. CTLA-4 se fixe, tout comme son homologue CD28
(exprimé constitutivement par les lymphocytes T), sur B7-1 (CD80) et sur B7-2 (CD86) mais avec une plus
grande affinité que le CD28. Dans la tumeur, ’expression du CTLA-4 sur les lymphocytes T est augmentée et
son interaction avec ses ligands inhibe la réponse anti-tumorale des lymphocytes T, notamment en empéchant
Iactivation via le CD28 (responsable de 1’amplification de la réponse des lymphocytes T).

Un anticorps neutralisant CTLA-4 induit une régression tumorale, dans des essais cliniques de phase I/II dans
plusieurs types de cancer, notamment le mélanome, cancer de la prostate, du rein et de I’ovaire. En
combinaison avec de la chimiothérapie, une augmentation de la survie des patients est observée dans des essais
de phase III, dans le cancer de la prostate et du mélanome. Ce traitement a d’ailleurs été approuvé par la FDA
(The U.S. Food and Drug Administration) en 2011.

b) Neutralisation de PD-1. Apres la découverte du CTLA-4 comme « immune checkpoint », dans les années
90 a 2000, des études ont mis en évidence le role du PD-1 (« Programmed cell death 1 ») et du PD-LI.
Comme le CTLA-4, ces molécules co-inhibitrices peuvent €tre sur-exprimées par des tumeurs.

PD-1 est exprimé sur les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules NK et certaines cellules tumorales
(comme celles du mélanome). PD-1 inhibe la réponse des lymphocytes T effecteurs en induisant un signal
négatif en se fixant sur ses ligands PD-L1 (B7-H1) ou PD-L2 (B7-DC). PD-L1 et PD-L2 sont exprimés sur de
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nombreux types cellulaires (cellules du systeme immunitaire, cellules épithéliales endothéliales, cellules
tumorales).

Des anticorps neutralisant PD-L1 induisent une augmentation des effets anti-tumoraux dans divers types de
tumeur, y compris le mélanome, le carcinome cellulaire rénal, le cancer du poumon " a non petite cellule” et
dans le cancer de la vessie. Des essais cliniques de phase I avec un anticorps monoclonal neutralisant PD-1 ont
démontré des réponses cliniques significatives dans le mélanome, le carcinome cellulaire rénal, le lymphome
d'Hodgkin, le cancer du cou et de la téte, le cancer du poumon épidermoide et I’adénocarcinome bronchique.
La FDA a récemment approuvé, a la suite d’essais cliniques de phase III, deux anticorps anti-PD-1, le MK-
3475 et le nivolumab.

Puisque CTLA-4 et PD-1 régulent différentes voies inhibitrices sur les lymphocytes T, des thérapies
combinées avec ces deux anticorps ont été testées et ont montré une plus grande efficacité dans la réponse
anti-tumorale dans des modéles murins. Dans une récente étude clinique de phase I, la neutralisation de
CTLA-4 et PD-1 entraine une régression tumorale de 80% dans 50% des patients atteints d’'un mélanome de
stade avancé. Actuellement, d’autres essais cliniques sont en cours combinant la neutralisation du CTLA-4,
PD-1 et/ou PD-L1 dans différents types de tumeur.

Depuis la découverte de ces « immune checkpoints », d’autres sont en cours d’évaluation préclinique,
notamment en combinaison avec la neutralisation du CTLA-4 et/ou du PD-1.

¢) Neutralisation des autres « immune checkpoints ».

- « Lymphocyte activation gene 3 » (LAG-3 ou CD223) est une molécule co-inhibitrice exprimée par les
lymphocytes T activés, les cellules NK, les lymphocytes B ainsi que les pDC et sur-exprimée sur les
lymphocytes Treg CD4". Son ligand actuellement connu est le CMH-IL,

Il a ét¢ montré dans des modéles tumoraux murins que la neutralisation de LAG-3 (BMS-986016) permet aux
lymphocytes T CD4" et aux lymphocytes T CD8" de ne pas étre inhibés par les lymphocytes Treg.

- « T cell immunoglobulin and Mucin 3 » (TIM-3) est exprimée sur les lymphocytes T activés, les cellules NK

et les monocytes. Son ligand est la galectine 9. Son role de molécule co-inhibitrice a été démontré par
I’induction de maladies auto-immunes (absence de signal négatif) lorsque TIM-3 est bloquée.

Dans le cancer, son expression est corrélée avec 1’expression de PD-1. Par conséquent des thérapies combinées
neutralisant TIM-3 et PD-1 ont ét¢ effectuées dans des modeles tumoraux murins. Les résultats ont montré que
la combinaison de ces deux anticorps réduit plus efficacement la croissance tumorale que lorsque 1'un ou
I’autre des anticorps est utilisé seul.

- « V-domain Ig-containing suppressor of T cell activation» (VISTA) est une molécule co-inhibitrice
récemment découverte. Chez la souris et ’homme, VISTA est principalement exprimée sur les cellules
myéloides et granulocytaires. L’interaction de VISTA avec les lymphocytes T inhibe leur prolifération et leur
fonction effectrice, et favorise la génération de lymphocytes T FoxP3". Il a été montré qu’un anticorps
neutralisant VISTA entraine des réponses anti-tumorales significatives dans des modeles tumoraux murins et
des ¢études sont actuellement en cours chez ’homme.

- « Killer Inhibitory Receptors » (KIR) sont principalement retrouvés sur les cellules NK. Les KIR se fixent
sur certaines classes du CMH-I (notamment exprimé par les cellules tumorales) et entrainent I’inhibition des
cellules NK. Ainsi, le but est de bloquer ce récepteur afin que les cellules NK puissent lyser les cellules
tumorales par les différents mécanismes décrits dans le paragraphe A-3.2.

Des études précliniques ont montré une plus grande efficacité des cellules NK a lyser les cellules tumorales en
présence d’un anticorps bloquant les KIR. Des essais cliniques sont en cours avec le lirilumab qui se fixe sur
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les KIR2DL-1, KIR2DL-2, KIR2DL-3 inhibant la fixation de ces KIR sur HLA-C en combinaison ou non
avec la neutralisation du CTLA-4 et/ou du PD-1.

5.2.2 Déplétion des lymphocytes Treg

Les lymphocytes Treg favorisant le développement tumoral, de nombreuses stratégies sont développées

pour inhiber leur génération et/ou leur fonction. Les principales données mentionnées dans ce paragraphe sont
détaillées dans les revues et les articles suivants [167-172].

Neutralisation du CD25. Les lymphocytes Treg expriment le récepteur a I'IL-2 (CD25). Dans des modeles
animaux, 1’administration d’un anticorps monoclonal neutralisant CD25, avant I’inoculation de la tumeur,

entraine 1’éradication de celle-ci. Chez I’homme, la déplétion des lymphocytes Treg CD4 CD25" in vitro du
sang périphérique induit la génération de lymphocytes T effecteurs spécifiques d’antigénes tumoraux. Des
essais cliniques avec un anticorps monoclonal bloquant CD25 ou la denileukin diftitox (DAB389IL-2, une
immunotoxine conjuguée a I’IL-2) augmente les réponses anti-tumorales. D’autres études n’ont pas retrouvés
cette augmentation et cela semble s’expliquer par le fait que les lymphocytes T effecteurs activés expriment le
CD25 et que la production d’IL-2 est également nécessaire pour I’expansion des lymphocytes T CD8"
cytotoxiques. Par conséquent, la déplétion du CD25 peut inhiber les lymphocytes T effecteurs, annulant 1’effet
bénéfique de la déplétion des lymphocytes Treg qui accentue la réponse anti-tumorale.

Neutralisation par des immunosuppresseurs. La cyclophosphamide réduit le nombre de lymphocytes Treg et
leur fonction. De plus la cyclosporine A et le tacrolimus réduisent aussi les lymphocytes Treg en inhibant
effet de I'IL-2. Les lymphocytes Treg sont aussi sensibles aux paclitaxel et I'imatinib qui suppriment
I’expression du facteur de transcription FoxP3.

Neutralisation du CCR4. La neutralisation de récepteurs aux chimiokines est une autre voie possible pour la
déplétion des lymphocytes Treg. CCR4 est exprimé préférentiellement par les lymphocytes Treg CD4"
CD45RA” Foxp3“®*¢ CD25%" et certains lymphocytes Th17.

In vitro, la déplétion des lymphocytes Treg via le CCR4 et la vaccination par I’antigéne tumoral NY-ESO-1
entraine une activation efficace des lymphocytes T CD4" et CD8" effecteurs spécifiques de cet antigéne dans
le cancer du mélanome. Cette stratégie est efficace dans le cancer du mélanome, puisque les lymphocytes Treg
CCR4" sont dominants parmi les lymphocytes Treg Foxp3 infiltrant la tumeur ou dans le sang périphérique.
Ainsi, I’anticorps monoclonal neutralisant CCR4 est actuellement étudié dans des essais cliniques dans le
cancer du mélanome.

Neutralisation du VEGF. Le VEGF est un facteur important dans la croissance tumorale. Son récepteur est

exprimé par les lymphocytes Treg. Un anticorps neutralisant le VEGF, le bevacizumab, inhibe I’expansion des
lymphocytes Treg, suggérant un role du VEGF dans I’induction des lymphocytes Treg.

Activation de OX40. OX40 est une molécule de co-stimulation de la famille du TNF récepteur,
constitutivement exprimée sur les lymphocytes Treg CD4" Foxp3” et de fagon transitoire sur les lymphocytes
T activés. L’activation par un anticorps agoniste de OX40 inhibe les fonctions immunosuppressives des
lymphocytes Treg et permet I’expansion des lymphocytes T effecteurs. De plus, des injections intra-tumorales
de cet anticorps réduisent fortement la croissance tumorale.
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Activation de GITR. GITR, de la famille du TNF récepteur, est une molécule de co-stimulation exprimée
faiblement sur les lymphocytes T CD4" et CD8" effecteurs et fortement exprimée sur les lymphocytes Treg.
Son activation par un anticorps agoniste de GITR ou par des ligands a GITR inhibe [’activité

immunosuppressive des lymphocytes Treg et favorisent la réponse anti-tumorale des lymphocytes T
effecteurs.
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B- Les macrophages — roles dans le cancer

Les macrophages, localisés dans les tissus et dérivés de précurseurs myéloides, sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques. En effet, outre leur activité antimicrobienne, les macrophages sont
impliqués dans le métabolisme, le maintien de I’homéostasie et la réparation tissulaire ; ils participent
¢galement  la régulation de la réponse immunitaire.

Une altération de ’homéostasie tissulaire est souvent associée a une modification du stock de macrophages
dans le tissu altéré, de leur phénotype et leur fonction. Dans les tissus altérés, ces macrophages peuvent ainsi
participer a la physiopathologie de la maladie.

Dans cette section seront abordées ’origine et les principales fonctions des macrophages ainsi que leur
plasticité fonctionnelle. Nous aborderons ensuite les modifications fonctionnelles des macrophages associées
au développement tumoral.

1- Origine des macrophages
1.1 Les macrophages résidents

En situation non-inflammatoire, les macrophages présents dans les tissus sont appelés macrophages
résidents, et sont localisés dans les endroits les plus susceptibles d’invasion microbienne ou d’accumulation de
débris de toutes sortes.

Les macrophages résidents murins ont une origine embryonnaire et hématopoiétique. Le pool de
macrophages tissulaires est établi & la naissance. Les mécanismes liés a la persistance de ces macrophages tout
au long de la vie de I’animal restent encore mal connus. Il a cependant ét¢ démontré que les macrophages
alvéolaires possédent un potentiel d’auto-renouvellement [173]. Une étude récente a montré que seules la
microglie et une partie des cellules de Langerhans (cellules dendritiques résidentes de la peau) aurait pour
origine des cellules embryonnaires [174]. Le role de précurseurs myéloides adultes et/ou de ’environnement
tissulaire sur la survie & long terme des macrophages sont des hypotheses évoquées, sans démonstration
formelle.

Chez I’homme, les cellules souches hématopoiétiques constituent le principal réservoir de précurseurs
des macrophages résidents aux stades embryonnaires et adultes. Il n’a en effet pas ét¢ démontré que les
cellules souches embryonnaires puissent donner naissance aux macrophages [175]. La majorité des
macrophages résidents sont différenciés avant la naissance et la survie des macrophages dans les tissus est
assurée par des facteurs de croissance, tels que le « macrophage-colony stimulated factor » (M-CSF) ; il est
intéressant de noter que ces médiateurs sont également impliqués dans la survie des précurseurs
hématopoiétiques présents dans la moelle osseuse [176,177].

Les macrophages résidents portent différents noms en fonction du tissu dans lequel ils sont retrouvés :
- cellules de Kupffer dans le foie,
- ostéoclastes dans le tissu osseux,
- macrophages alvéolaires dans le poumon et
- microglie dans le cerveau.
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Ces macrophages résidents présentent un phénotype et des fonctions spécifiques au tissu dans lequel ils sont
localisés. A titre d’exemple, les ostéoclastes sont impliqués dans les processus de remodelage osseux, alors
que les macrophages alvéolaires sont principalement impliqués dans la défense antimicrobienne [178].

1.2 Les macrophages nouvellement recrutés

Suite & une agression (Iésion tissulaire ou infection), des monocytes circulants peuvent étre
nouvellement recrutés et se différencier localement en macrophages, au niveau du tissu lésé.

Les monocytes sont générés dans la moelle osseuse a partir d’un précurseur myéloide commun aux

granulocytes et aux monocytes. Les étapes de différenciation conduisant a la génération des monocytes
dépendent du facteur de croissance M-CSF ; les monocytes matures quittent la moelle osseuse pour rejoindre
la circulation sanguine.
Les monocytes représentent environ 10% des leucocytes du sang chez I’homme et 4% des leucocytes circulant
chez la souris. Ils constituent une population de morphologie hétérogene et présentent une grande variabilité
dans I’expression des antigénes de surface. Les monocytes circulent dans le sang durant 1 a 3 jours avant de
migrer dans les tissus.

Plus généralement, les monocytes circulants dans le sang sont les précurseurs des macrophages et des
DC [178,179]. Plusieurs facteurs de croissance et cytokines sont nécessaires au controle du développement et a
I’homéostasie des macrophages et des DC. Les étapes de génération de macrophages a partir de progéniteurs
de la moelle osseuse sont résumées dans la Figure 13.
Les molécules d’adhérence, exprimées localement par les cellules endothéliales, controlent la migration trans-
endothéliale, du compartiment sanguin vers I’interstitium et les épithéliums. De maniére générale, les signaux
responsables de ’acquisition des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles, spécifiques de chaque type
de macrophages (retrouvés dans les différents tissus), sont fournies par les cellules de I’environnement
(essentiellement des cytokines) et des constituants de la matrice extracellulaire. Ces macrophages recrutés ont
une durée de vie longue au niveau du site inflammatoire, comparativement aux autres cellules immunitaires
recrutées, et en particulier les neutrophiles.
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Figure 13. Des monocytes aux cellules différenciées dans les tissus.

Les cellules souches hématopoiétiques peuvent se différencier en précurseurs lymphoides ou myéloides. Sous I’action de différents
médiateurs, dont le M-CSF, les précurseurs myéloides peuvent induire la génération des monocytes circulants. Lorsqu’ils sont
recrutés dans un tissu, ces monocytes peuvent se différencier en cellules dendritiques ou en macrophages, en fonction de
’environnement local. LT : Lymphocyte T ; LB : Lymphocyte B ; NK : Cellule NK.

2- Principales fonctions des macrophages

Les macrophages, disséminés dans I’ensemble des tissus de 1’organisme, forment une population
hétérogeéne. Ils se distinguent des monocytes par une plus grande taille et le développement considérable de
’appareil vacuolaire (vésicules d’endocytose, endosomes, lysosomes, phagosomes, phagolysosomes). Les
propriétés fondamentales des macrophages sont leur mobilité, leur pouvoir de phagocytose associée a la
présentation antigénique et leur capacité sécrétoire [178]. Cette capacité sécrétoire est multiple : facteurs du
complément, cytokines, facteurs hématopoiétiques, prostaglandines, radicaux libres. Les macrophages jouent
un role important dans la défense de I’hote contre les microorganismes, le maintien de I’homéostasie tissulaire
(via la clairance des cellules sénescentes), dans le métabolisme du glucose, des lipides, d’amino-acide et du
fer, ainsi que dans le remodelage et la réparation de tissus 1ésés [180]. Dans ce chapitre, nous n’aborderons que
les fonctions antimicrobiennes et le role dans le maintien de I’homéostasie tissulaire.

2.1 Les propriétés antimicrobiennes des macrophages

Les macrophages reconnaissent les pathogénes via des PRR, qui interagissent avec des structures
microbiennes conservées, telles que des composants des parois ou des acides nucléiques. Les macrophages
peuvent également reconnaitre les microbes opsonisés par les anticorps ou via les protéines du complément.
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Cette reconnaissance entraine I’activation des fonctions effectrices, comme la phagocytose et la production de
cytokines, de chimiokines et d’autres médiateurs nécessaires a la destruction du microbe et a la coordination
de la réponse inflammatoire.

La phagocytose est le résultat de I’internalisation puis de la destruction des microorganismes ingérés, ce qui,
par la suite, entraine une présentation antigénique et le développement de la réponse adaptative. En effet, suite
a I’engloutissement, les microorganismes sont séquestrés dans une vacuole appelée phagosome primaire. Le
phagosome subit alors une série de maturations en lien avec le trans-golgi (phagosome primaire - phagosome
tardif - phagolysosome) afin d’acidifier son contenu et d’acquérir des propriétés microbicides. Le
phagolysosome, d’un pH acide (4,5) via la V-APTase (Vacuolar-type H+ -ATPase : translocation d’ions H"),
crée un environnement hostile qui arréte la croissance du microbe [181,182]. Cela n’agit pas seulement sur le
métabolisme du microbe mais aussi sur le processus de lyse. La maturation du phagolysosome entraine la
production de NO, d’H,0; et de ROS, dépendant de la NADPH oxydase ou encore de peptides et protéines
antimicrobiens (Défensines, Lactoférrine, Protéases, Phospholipase A2, NRAMP1). L’action combinée de ces
¢léments permettent la perméabilisation de I’enveloppe du microbe, I’oxydation notamment de I’ADN,
processus qui aboutissent a la dégradation du microbe. Suite a la dégradation, le contenu du lysosome, appelé
autophago-lysosome, peut sortir de la vacuole afin que les antigénes microbiens soient présentés par le CMH.
En plus de la phagocytose, I'interaction récepteurs/microbes sur les macrophages permet le déclenchement des
fonctions effectrices adaptées. En effet, les macrophages sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-
6, TNFa, IL-12) et des chimiokines permettant le recrutement d’autres cellules effectrices et la mise en place
de la réponse adaptative.

Malgré la présence des facteurs antimicrobiens, des pathogénes notamment des bactéries (Mycobacterium
tuberculosis, Legionnella pneumophilia, Listeria monocytogenes, Coxiella burnetii) peuvent échapper a la
phagocytose ou a la dégradation. En effet, elles peuvent inhiber son internalisation dans le phagocyte via
I’inhibition des récepteurs d’épuration, ou en dégradant les Ac opsonisants ou les fractions du complément.
D’autres pathogenes résistent @ la dégradation en empéchant ’accumulation des éléments permettant
Iacidification, en dégradant les peptides antimicrobiens ou en exprimant des enzymes comme la catalase qui
réduit I’'H,0, [183].

De cette premicre étape dépend également la coordination des réponses immunitaires innées et adaptatives qui
doit aboutir a I’élimination du microbe tout en limitant la réponse inflammatoire et les dommages tissulaires
associés (homéostasie tissulaire).

2.2 Macrophages et homéostasie tissulaire

La mort cellulaire par apoptose participe au renouvellement tissulaire. Les cellules mortes doivent étre
rapidement éliminées par les phagocytes pour éviter la mise en place d’une inflammation locale. En effet, les
cellules mourantes (en apoptose tardive ou nécrose) peuvent libérer des molécules de danger (telles que HSP,
ATP, HMGBI1) qui sont de puissants activateurs des cellules immunitaires. Ainsi, une élimination
immunologiquement silencieuse des cellules mortes au stade d’apoptose précoce participe au maintien de
I’homéostasie tissulaire. Les macrophages participent activement au processus d’élimination des cellules
mortes. Ainsi, les cellules en apoptose libérent des molécules impliquées dans la migration des macrophages
(« find-me molecules ») a ’endroit ou est localisée la cellule morte. De plus, la reconnaissance et 1’ingestion
des cellules mortes impliquent des molécules localisées a la surface des cellules mortes (majoritairement des
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molécules intracellulaires) qui sont reconnues par des récepteurs d’endocytose exprimés par les phagocytes,
tels que des CLR et des SR.

Au contraire des PAMPs qui activent les cellules immunitaires en recrutant des PRR de signalisation, les
cellules en apoptose précoce déclenchent un programme anti-inflammatoire (production d’IL-10 et de TGFf ;
absence de production de cytokines pro-inflammatoires en réponse a un agoniste des TLR) [184-186]. Cette
réponse anti-inflammatoire est induite par le contact macrophage-cellule apoptotique et est amplifié¢ par leur
internalisation.

Le processus de cicatrisation/réparation tissulaire qui suit une agression (d’origine endogéne ou
exogeéne) nécessite la mise en place d’une réponse anti-inflammatoire [187]. Le retour & une situation
physiologique normale (homéostasie) suit la phase de résolution de I’inflammation [188,189]. Les
macrophages ont un role trés important dans la réparation tissulaire et dans la restauration de I'intégrité des
tissus. Le microenvironnement tissulaire fournit les signaux nécessaires au recrutement et a la différenciation
des monocytes. Les macrophages de type M2 (anti-inflammatoires et producteurs d’IL-10) sont impliqués
dans la réparation tissulaire en produisant des protéines réparatrices de la matrice et des facteurs
angiogéniques.

3- Plasticité des macrophages

Le terme macrophages désigne en fait une population hétérogéne de différents sous-types cellulaires
ayant des fonctions différentes et parfois opposées. Les macrophages représentent donc un large panel de
cellules qui, selon le tissu ou la nature des signaux extracellulaires qu’ils regoivent, peuvent se polariser en
macrophages spécialisés dans la régulation de la réponse immunitaire, la réparation tissulaire ou encore
I'inflammation [190]. La plasticit¢ et ’hétérogénéité fonctionnelle, caractéristiques qui n’ont ét¢ que
récemment attribuées aux macrophages, représentent un des principaux atouts des macrophages pour s’adapter
a la situation physio(patho)logique qu’ils rencontrent dans les tissus [178,191]. Reflétant la nomenclature
Th1/Th2, la polarisation des macrophages a ét¢ initialement subdivisée en deux sous-types, les macrophages
MI et les macrophages M2, décrits par Mantovani et al [192].

La polarisation fonctionnelle a été principalement rapportée comme induite via des facteurs présents
dans I’environnement ainsi que des facteurs de survie, nécessaires pour la différenciation (qui seront décrits
dans le paragraphe suivant). Ces changements dynamiques, phénotypiques et fonctionnels, peuvent étre
retrouvés dans des contextes pathologiques [193]. Il est important de noter que les stades d’activation des
macrophages M1 et M2 apparaissent comme les extrémités d’un continuum, avec un profil hétérogéne
d’expression de récepteurs, de cytokines, de chimiokines et de fonctions dont les profils M1 et M2 seraient les
deux extrémités [193].

Une autre classification a été décrite, qui ne refléte pas le continuum des sous-types de macrophages.
Elle est basée sur trois activités homéostatiques différentes : les macrophages classiquement activés (impliqués
dans la défense de I’hote et I'immunité anti-tumorale), les macrophages impliqués dans la réparation tissulaire
et les macrophages régulateurs (immunorégulation et résolution de I’inflammation).
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Dans le chapitre suivant seront présentés les macrophages M1 et M2 selon la classification établie par
le Pr Mantovani puisque mes travaux portent sur I'une des sous-populations appartenant a cette classification.
La majorit¢ des données présentées vont concerner les macrophages humains. Il existe des différences
majeures concernant la génération et le phénotype des macrophages humains et murins. Alors que chez
I’homme, deux facteurs, le GM-CSF et le M-CSF induisent, respectivement, des macrophages M1 et M2, chez
la souris, les macrophages sont induits in vitro par le M-CSF alors que le GM-CSF induit la différenciation des
précurseurs myéloides en cellules dendritiques. Ainsi, les macrophages M1 et M2 murins sont induits in vitro
par le M-CSF, respectivement associé¢ a de I'I[FNy et & de I'IL-4 ou de I'IL-13. De plus, le phénotype des
macrophages humains et murins differe. A titre d’exemple, les macrophages murins de type M2 induits par la
présence d’IL-4 ou d’IL-13 sont caractérisés par 1’expression de 1’arginase 1 (facteur utilisé pour discriminer
les macrophages M1 et M2 murins) alors que les macrophages M2 humains ne 1’expriment pas. Il est donc
difficile de transposer les résultats obtenus chez I’homme dans des modéles murins.

3.1 Facteurs de survie et de différenciation des monocytes en macrophages

Chez ’homme, la survie des monocytes et leur différenciation en macrophages est dépendante de trois
facteurs : le GM-CSF, le M-CSF et I'IL-34.

Le récepteur du GM-CSF est le CD116. Le M-CSF et I'IL-34 possédent un récepteur commun, le
CD115 (encore appelé récepteur au M-CSF ou M-CSF-R, ou c-fms).
Le M-CSF est produit de fagon ubiquitaire alors que 1’expression du GM-CSF, faible a I’état physiologique,
est augmentée lors de réactions inflammatoires [194]. L’IL-34 est principalement produite au niveau de la
peau et du cerveau et son expression est augmentée lors de processus inflammatoires [195,196].
La présence d’autres cytokines peut moduler les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des
macrophages ; ce point sera développé dans les paragraphes suivants.

Dans le paragraphe suivant, je me focalise sur les propriétés de 1'IL-34, cytokine sur laquelle repose
’essentiel de mes travaux de thése. Puisque 1'IL-34 et le M-CSF partagent le méme récepteur, de nombreuses
¢tudes ont comparé¢ le M-CSF et I'[L-34 afin d’analyser leurs similarités et/ou leurs différences.

L’interleukine 34 est une cytokine découverte en 2008 par 1’équipe de Lin ef al. Elle a été identifiée a la
suite d’un criblage fonctionnel pour identifier des médiateurs solubles capables d’induire la survie des
monocytes humains et de promouvoir, avec la méme efficacit¢ que le M-CSF, la formation de CFU-M
(colony-forming unit-macrophage), progéniteurs de macrophages, dans une culture de moelle osseuse
humaine. La forme murine de I'IL-34 induit la survie de macrophages péritonéaux murins et le développement
des progéniteurs macrophagiques [197]. De plus, par le criblage des domaines extracellulaires de protéines
transmembranaires, le M-CSF-R a été identifi¢ comme récepteur a I'IL-34 [198].

L’IL-34 est une glycoprotéine dimérique, qui ne présente aucune homologie au niveau de la séquence d’ADN
avec le M-CSF, bien que la structure secondaire suggere I’existence de quatre hélices alpha, également
présentes dans le M-CSF [199-201]. L’ARNm codant I’[L-34 est exprimé dans de nombreux tissus, et plus
abondamment dans la rate, le cerveau et la peau [198].

L’expression spatiotemporelle des ARNm codant 1'IL-34 et le M-CSF differe, ce qui suggére qu’ils ont des
roles complémentaires sur les cellules exprimant le M-CSF-R [202]. En combinaison avec le récepteur
activateur du ligand de NF-«xB (RANK-L), I'IL-34 peut remplacer le M-CSF pour la différenciation des
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ostéoclastes humains et murins [203]. In vivo, I’administration d’IL-34 réduit la masse osseuse, et son
expression permet de récupérer les déficiences d’ostéopétrose dans un modele de souris déficientes en M-CSF
(M-CSF™) [202,204].

Deux études récentes ont décrit que 1'IL-34 est exprimée constitutivement dans les neurones et les
kératinocytes et son absence réduit la population des cellules de Langerhans (LC) et de la microglie [195,196].
L’IL-34 est responsable du développement embryonnaire des LC et de leur homéostasie. Cependant, lors de
I’inflammation, la repopulation des LC peut également étre induite via le M-CSF, observation qui confirme
leurs roles complémentaires [195,196]. Dans les souris déficientes en IL-34 (IL-347), les LC sont
normalement présentes dans des tissus inflammatoires de la peau mais ces LC ne sont pas maintenus apres la
résolution de I’inflammation. Ces résultats indiquent que 1’IL-34 ne contrdle pas le recrutement des monocytes
circulants ainsi que la différenciation en LC mais aurait plut6t un role dans I’homéostasie des LC.
Comparativement aux LC, la microglie se développe indépendamment de I'IL-34. Néanmoins, 1'IL-34
contribue & maintenir la microglie dans des régions spécifiques du cerveau adulte [195,196]. Elle est sur-
exprimée principalement dans le cortex, le noyau olfactif et dans I’hippocampe et sous-exprimée dans le tronc
cérébral et dans le cervelet. Dans les souris IL-34'/', une réduction de 40 a 60% du nombre des cellules
microgliales est observé dans le cortex, le noyau olfactif et I"hippocampe [195].

Finalement, il a cependant ét¢ suggéré que 1’IL-34 et le M-CSF pourraient présenter des propriétés différentes
[198]. En réponse a I'IL-34 et au M-CSF, les monocytes humains différent dans leur capacité a produire les
chimiokines MCP-1 et éotaxine-2 [197]. L’IL-34 et le M-CSF différent aussi dans leurs capacités a induire la
migration de la lignée cellulaire murine J774A.1, alors que leur capacité & promouvoir la survie ou la
croissance est identique [197]. De plus, I'[L-34 et le M-CSF semblent interagir avec des régions différentes sur
le récepteur CD113, ce qui pourrait expliquer ces différences [197,205].

3.2 Les macrophages M1 : profil IL-12"/IL-10

3.2.1 Génération des macrophages M1
Chez I’homme, les macrophages M1 sont générés in vitro en présence de GM-CSF et d’IFNy, associés
ou non a un composant microbien (agoniste des PRR), tel que le LPS, ou & des cytokines, comme le TNFa
[206]. Le GM-CSF seul induit également des macrophages dits MO qui présentent, néanmoins, un potentiel

pro-inflammatoire réduit comparativement aux macrophages M1 induits par GM-CSF plus IFNy. L’IFNy
active de manicre classique les macrophages qui produisent de ’IL-12, signal essentiel pour le développement
d’une réponse Thl. En retour, ces lymphocytes Thl produisent des niveaux plus élevés d’IFNy, maintenant
ainsi une activation/génération de macrophages M1. L’activation classique des macrophages est alors
maximale et cela de maniére durable. Les macrophages M1 correspondent & une activation durant une réponse
immunitaire 4 médiation cellulaire. En revanche, in vitro, le GM-CSF et I'IL-4 (ajoutées dés le début de la
culture cellulaire) induisent la différenciation des monocytes humains en cellules dendritiques.

3.2.2 Principales propriétés des macrophages M1
Les macrophages M1 produisent en grande quantité de I'IL-12 et peu d’IL-10 (IL-129%/IL-10™""),
sécretent des cytokines pro-inflammatoires, comme I'IL-1 et I'IL-6, des intermédiaires toxiques de 1’azote
(comme le monoxyde d’azote) et de 1’oxygene, et présentent une forte activité microbicide et tumoricide
[178]. Les macrophages M1 expriment de grandes quantités de molécules du CMH-II & I’origine de leur forte
capacité de présentation antigénique [2,207]. Ils produisent également des chimiokines impliquées dans le
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recrutement des lymphocytes Thl. Les chimiokines produites par les macrophages M1 sont essentiellement de
type CC (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, CCLS8, CCL19, CCL20) mais I'TFNy augmente également la production
de CXCL10 et de CXCL13. Globalement, ces chimiokines participent & la mise en place d’une réponse de
type 1 [193], entrainant une protection contre les pathogenes intracellulaires (mycobactéries, virus) et
favorisant la résistance contre les tumeurs [207].

Il est important de noter que ces macrophages pro-inflammatoires peuvent détruire in vitro les cellules
tumorales via la sécrétion de NO (synthétisé grace a I’enzyme iNOS) [208] ou la production des molécules
cytotoxiques TRAIL ou FasL, ou encore par le mécanisme d’ADCC (« Antibody-dependent Cellular
Cytotoxicity ») [209]. Ces cellules sont également capables d’activer les CTL [62].

Cependant, ’activation des macrophages M1 est également impliquée dans les dommages tissulaires par la
production d’espéces radicalaires dérivées de I’oxygene ainsi que dans les syndromes métaboliques comme le
diabéte. Les caractéristiques phénotypiques des macrophages M1 sont présentées dans la Figure 14.

3.3 Les macrophages M2 : profil IL-10"/IL-12

Les macrophages M2 sont caractérisés par la production d’IL-10 et ’absence de production d’IL-12
aprés activation; cette dichotomie IL-12""/IL-10°" constitue la signature de leurs propriétés
immunorégulatrices [193,194,210,211]. En effet, I'IL-10 est un facteur majeur d’inhibition de la production et
de I’activité des cytokines pro-inflammatoires et inhibe 1’expression du CMH-II par les macrophages ainsi que
la production de NO et de TNFa [212].

3.3.1 Génération des macrophages M2
Il existe différents types de polarisation des macrophages M2 humains et murins, initialement décrits
comme régulateurs de la polarisation des cellules M1. Alberto Mantovani a propos¢ en 2004 une nomenclature
permettant de nuancer et de préciser les différents profils d’activation des macrophages M2 en fonction des
signaux inducteurs. Cette classification distingue les macrophages M2a, M2b et M2c [193]. Au laboratoire,

une derniére sous-population M2d, semblable aux TAM, a été caractérisée par Duluc et al [213]. Les
macrophages M2a, M2b et M2c sont générés par stimulation in vitro de macrophages établis (monocytes
cultivés en présence de GM-CSF ou de M-CSF) et en présence, respectivement d’IL-4, d’IL-1 ou d’IL-10. La
polarisation en macrophages M2d est obtenue par culture in vitro en présence de M-CSF seul.

3.3.2 Les macrophages M2a
L’activation alternative est définie comme la génération des macrophages M2a en réponse aux
interleukines IL-4 et IL-13 [178,193]. Ces cytokines peuvent étre produites, entres autres, par les cellules de
I'immunité innée (€osinophiles, basophiles, mastocytes, cellules NK) et les lymphocytes Th2. Les

macrophages M2a produisent les chimiokines CCL17, CCL22 (recrutement des lymphocytes Th2 et des
lymphocytes T régulateurs) ou encore CCL18 (recrutement des lymphocytes T naifs) [191]. Ces chimiokines
permettent le développement d’une différenciation en lymphocytes Th2 qui va entrainer (comme pour les
macrophages classiques avec les lymphocytes Thl) la mise en place d’une activation plus importante des
macrophages M2a. De plus, les cytokines IL-4/IL-13 et les motifs microbiens peuvent agir en synergie pour
induire la sécrétion d'IL-10 par les macrophages, médiateur central pour la répression de la réponse Thl. D’un
point de vue physiologique, les macrophages M2a sont impliqués dans les processus de réparation tissulaire.
La présence de macrophages présentant un phénotype proche des macrophages M2a générés in vitro a été mise
en évidence dans de nombreux modéles d’infections par des helminthes et est corrélée a leur élimination.
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L’activation alternative est également impliquée dans les phénomeénes d’allergie [192].

3.3.3 Les macrophages M2b
La génération des macrophages M2b nécessite, en plus du GM-CSF, deux signaux :
- le premier signal peut étre fourni par différentes molécules, telles que la fixation de complexes
immuns, de corps apoptotiques, de prostaglandines [192], ou de I'IL-1 et
- le second signal, comme pour I’activation classique, dépend de la reconnaissance de ligands des
TLRs.
Les macrophages M2b sont impliqués dans la protection contre la toxicité aux LPS ainsi que dans I’activation
des lymphocytes Th2.

3.3.4 Les macrophages M2c
Les macrophages M2c sont essentiellement producteurs d’IL-10, de TGFp, et de PGE2 et expriment
peu de molécules du CMH-II ou de molécules de co-stimulation. Ils sont aussi appelés macrophages de
désactivation de la réponse des lymphocytes Thl car ce phénotype est similaire a celui des macrophages
impliqués dans la résolution de I’inflammation. L’induction de ces macrophages peut-étre également associée
a un environnement riche en cellules apoptotiques, puisqu’ils sont impliqués dans leur élimination [193].

3.3.5 Les macrophages M2d

Les macrophages M2d ont été caractérisés dans les ascites de cancer de ’ovaire [213]. Ils présentent
des caractéristiques similaires aux autres classes de macrophages M2 mais sont générés en présence de M-CSF
seul. De plus, I'IL-6 et le LIF (leukocyte inhibitory factor), présents en grande quantité au niveau de la tumeur,
potentialisent ce processus de génération en augmentant la consommation du M-CSF [213]. Les fonctions de
ces macrophages, qui sont détaillées plus précisément dans le paragraphe suivant, sont de favoriser la
croissance tumorale et I’angiogénése (via la production de VEGF et PDGF) ainsi que la formation de
métastases (via la production de la métalloprotéase matricielle [MMP] 9 et de CCL2). De plus, les

macrophages M2d ont des propriétés immunorégulatrices importantes et présentent de faibles capacités de
présentation antigénique. Ils inhibent D’activit¢ des lymphocytes Thl et favorisent le recrutement des
lymphocytes T régulateurs et les lymphocytes Th2 par la sécrétion, respectivement, de CCL17 et de CCL22
[213].

En résumé, les panels de chimiokines et de cytokines ainsi que les récepteurs exprimés diffeérent entre ces deux
extrémes que sont les macrophages M1 et M2. De plus, les différents sous-types des macrophages M2
présentent des expressions de récepteurs membranaires et des fonctions spécifiques qui deviennent alors des
marqueurs permettant de les différencier. Ces données sont résumées dans la Figure 14.
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Figure 14. Les différentes sous-populations des macrophages humains.

Les Mg stimulés par le GM-CSF et I'IFNy sont de type M1 ; ces macrophages favorisent I’élimination tumorale. Les macrophages
M2 sont générés par I'IL-4 ou I'IL-13 (M2a), les motifs microbiens ou par I'IL-1B (M2b), par I'IL-10 ou le TGFp (M2c) et par le M-
CSF (M2d). Chaque sous-population est caractérisée par la production de cytokines, de chimiokines et par 1’expression d’enzymes,
de PRR, de marqueurs de surface, du CMH ou des molécules de co-stimulation.

4- Les macrophages en situation pathologique

Outres les déficits immunitaires héréditaires liés aux macrophages (anomalie de la phagocytose en
particulier) qui s’accompagnent d’infections tissulaires récidivantes par des bactéries pyogenes (abcés) et par
des champignons (aspergillose), les fonctions des macrophages sont modifiées/altérées dans différents
contextes pathologiques. Les macrophages M1 ou M2 peuvent étre associés a de nombreuses maladies (M1 :
diabétes, athérosclérose, allergie, polyarthrite rhumatoide, stéatose ; M2 : cancer, fibrose, asthme, infection
bactérienne ou virale). Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur les macrophages M2 dans deux situations :
la fibrose et le cancer.
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4.1 Macrophages et fibrose

Comme décrit dans le paragraphe précédent, les macrophages jouent un role essentiel dans les
processus de réparation tissulaire. Cependant, dans certaines situations, comme par exemple des agressions
répétées (maladies inflammatoires et/ou infections chroniques), le processus de réparation tissulaire peut étre
altéré et conduire au remplacement progressif du tissu sain par un tissu fibrotique [214-216]. Ce processus
pathologique, appelé fibrose, altére définitivement les fonctions de 1’organe touché.

D’un point de vue physio(patho)logique, le processus fibrotique est caractérisé par une accumulation de
composants de la matrice extracellulaire (essentiellement du collagéne) produits par des fibroblastes ou par des
myofibroblastes activés ; ces derniers sont générés par trans-différenciation de certaines cellules (cellules
épithéliales, cellules stellaires) [217,218]. La fibrose s’accompagne ¢galement d’une réponse inflammatoire
caractérisée par un infiltrat massif de cellules de I'immunité innée, et en particulier de monocytes qui se
différencient localement en macrophages. Les macrophages associés a la fibrose présentent un profil de type
M2 caractérisé, entre-autre, par la production de facteurs de croissance (PDGF) et de médiateurs pro-fibrosant
(TGFB, IL-13) associés a I’activation et la production de collagéne par les fibroblastes et les myofibroblastes
[219,220].

Au laboratoire, nous avons récemment montré que les patients, atteints d’une hépatite C, expriment
du M-CSF et de I'IL-34 au niveau hépatique. En effet, les hépatocytes infectés par le VHC produisent du M-
CSF et de I'IL-34 qui différencient les monocytes infiltrant en macrophages de type M2 qui s’accumulent dans
le foie en produisant parallélement des chimiokines qui attirent de nouveaux monocytes et qui retiennent les
macrophages différenciés sur le lieu de I'infection. De plus, ils expriment de maniére plus importante des
facteurs pro-fibrotiques tels que le TGFp1, le PDGF et la galectine-3, ainsi que des MMP associées a la
dégradation de la matrice extracellulaire et ’activation du TGFP. Dans un modéle de co-culture de
macrophages de type M2 différenciés en présence de M-CSF ou d’IL-34 avec une lignée stellaire humaine,
nous avons montré que la présence des macrophages induisait la production de collageéne de type I responsable
de la fibrose hépatique par la lignée stellaire humaine.
De nombreuses études ont insisté sur le role de I'IL-13 sur les macrophages dans la fibrose hépatique. L’IL-13
seule n’active pas les cellulaires stellaires et ne modifie pas I’expression des genes pro-fibrosants des
macrophages de type M-CSF ou IL-34 malgré I’expression importante du collagéne de type 1. Nous avons
alors montré que 1'IL-13 agit sur les macrophages pro-fibrosants M-CSF et IL-34 en modulant la balance
protéase/antiprotéase. Effectivement I’expression de la métalloprotéase responsable de la dégradation du
collagéne de type I est diminuée en présence d’IL-13 dans les macrophages de type M-CSF et IL-34. La
diminution de ’expression de la MMP-1 est donc responsable de I’augmentation de la quantité de collagéne de
type [ observée [221].

4.2 Les macrophages associés aux tumeurs

Les macrophages associés aux tumeurs seront désignés sous I’acronyme TAM pour Tumor-Associated
Macrophages. A un stade précoce du développement tumoral, les TAM peuvent étre polarisés en macrophages
M1 et/ou M2. Au cours du développement tumoral, et plus particulierement aux stades avancés du cancer, les
TAM présentent majoritairement un profil M2 pro-tumoral [192]. Dans la tumeur, au stade précoce, les TAM
sont dispersés dans la masse tumorale [246]. Les TAM sont ensuite retrouvés aussi bien retrouvés dans les
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régions a faible pression en oxygene que dans les régions vascularisées, comme les régions périvasculaires ou
invasives ou ils potentialisent la croissance tumorale.

Mon propos sera donc focalisé sur les facteurs de recrutement et de polarisation et les fonctions pro-
tumorales des TAM ainsi que les immunothérapies anti-tumorales ciblant les TAM.

4.2.1 Recrutement et polarisation des TAMs

Les monocytes, recrutés au niveau du site tumoral, peuvent se différencier en TAM ou en DC
immatures. Cependant, dans la majorit¢ des tumeurs solides, les TAM représentent le type de cellules
immunitaires le plus abondant dans le microenvironnement tumoral. Ainsi, les facteurs induisant une
accumulation de TAM sont des molécules (a) recrutant les monocytes et induisant leur différenciation en TAM
et des facteurs environnementaux (b, c) favorisant leur développement.

a) Les facteurs solubles

Une étude a montré que des exosomes libérés par des cellules tumorales de mélanome ou de cancer du colon
induisent la différenciation des monocytes en macrophages de type M2 exprimant CD14, peu de molécules du
CMH-II et produisant du TGFp et de I'IL-10 ; ces cellules diminuent la prolifération lymphocytaire T [222-
224]. De plus, ces particules bloquent la différenciation des monocytes en DC [222-224]. Une autre étude a
montré que la culture de monocytes en présence de cellules tumorales ovariennes induit la différenciation en
macrophages ayant un phénotype proche de celui des TAM [225].

Ces données montrent que des facteurs produits par la tumeur peuvent étre a 1’origine du recrutement et de la
génération des TAM dont les principaux sont décrits ci-dessous.

Tout d’abord, le M-CSF est impliqué dans le recrutement des monocytes. Au laboratoire, nous avons
montré que le M-CSF favorise leur différenciation en macrophages de type M2d [210,213] et, en association
avec I'IL-6, bloque leur différenciation en DC [226,227]. De taux élevés de M-CSF sont corrélés & un mauvais
pronostic dans de nombreux cancers (tels que le cancer de 1’ovaire et du sein) [228-231].

De plus, la chimiokine CCL2 (ou MCP-1) est le principal médiateur impliqué dans le recrutement des
monocytes dans la tumeur. CCL2 est retrouvée dans de nombreux cancers et est produite par les cellules
tumorales (pancréas, cerveau, peau, ovaire, sein, poumon) [232-234]. De plus, les TAM peuvent eux-mémes
produire la chimiokine CCL2, induisant ainsi une boucle d’amplification conduisant a leur accumulation
[234]. D’autres chimiokines, telles que CCL7 et CCL8, qui, tout comme CCL2, interagissent avec CCR2,
participent au recrutement des monocytes [234,235]. CCLS, exprimée dans le cancer du sein [236], est
¢galement impliquée dans le recrutement des monocytes [235].

Finalement, le VEGF, le PDGF et le TGFp participent également au recrutement des monocytes ainsi
qu’a la survie des TAM au sein de la tumeur [237-239].

b) Influence du métabolisme tumoral

Les cellules tumorales ont un métabolisme particulier appelé effet « Warburg » ou glycolyse oxydative qui
s’explique par une consommation importante du glucose et de la glutamine en présence ou non d’oxygéne
avec production d’acide lactique. L effet Warburg est également associ¢ a la prolifération des cellules souches
pluripotentes, au développement embryonnaire ou a la réparation tissulaire, mais, qui, dans le cancer, favorise
le développement rapide des cellules tumorales. Dans la tumeur, il existe des facteurs participant a cet effet,
dont I’acide lactique et I’hypoxie qui sont décrits ci-dessous.
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- L’acide lactique semble important dans le développement des TAM dans des modéles murins. 11 est
produit par les cellules tumorales et induit la génération de macrophages M2 via I’activation du facteur de
transcription HIF-1 [240].

- De nombreuses études ont montré que l’environnement tumoral est plutét de type hypoxique,
condition qui favorise I’acquisition d’un phénotype de type M2 par les macrophages. En condition hypoxique,
de nombreux genes sont induits dans les TAM gréace a I’activation des facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2
[241]. Les TAM sécretent alors VEGF [242], MMP9 [243], PGE2 (via I’augmentation de 1’expression de
COX-2 [244], PDGF [244] et TNFo [245,246)].

¢) L’inflammation

Le lien entre développement tumoral et contexte inflammatoire a été largement rapporté dans la littérature.
Alors que I'inflammation est classiquement associée a une réponse de type Thl, et donc plutdt anti-tumorale,
I'inflammation associée a la tumeur, définie comme étant chronique et a bas bruit (« smoldering
inflammation »), est délétére et favorise la prolifération et le développement des cellules tumorales et
I’accumulation, entre autres, de TAM pro-tumoraux [247,248].

Dans certains types de cancers, une mutation oncogénique (comme les oncogénes Ras et Myc) peut étre
responsable de la mise en place d’un microenvironnement inflammatoire qui promeut le développement de
tumeurs. Quelle que soit son origine, 1’inflammation a bas bruit permet aux différentes étapes du processus
tumoral (angiogénése, métastase, recrutement des cellules immunitaires) de se mettre en place et de s’articuler.

4.2.2 Role pro-tumoral des TAM
Les TAM, retrouvés en périphérie ou au sein de la tumeur, produisent de nombreuses molécules
favorisant (Figure 15) :

a) I'immunosuppression,

b) I’angiogénése,

¢) laformation de métastases et
d) la croissance tumorale.
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Figure 15. Fonctions pro-tumorales des TAM et les principaux médiateurs associés.
Les TAM promeuvent la survie et la croissance des cellules tumorales en produisant plusieurs catégories de molécules (facteurs de
croissance, cytokines, enzymes, radicaux oxygénés). TAM : « tumor-associated macrophages ».

a) Role immunosuppresseur

Les TAM ne produisent pas ou peu d’IL-12 apres activation mais produisent des taux élevés d’IL-10 [97] et de
TGFp [98] qui favorisent la génération de lymphocytes Treg et préviennent I’activation des lymphocytes Th1.
Les lymphocytes Treg inhibent les réponses lymphocytaires T, en particulier 1’activation des CTL. Dans le
cancer de ’ovaire, un grand nombre de lymphocytes Treg prédit une durée de vie réduite des patients [85].

De plus, ces macrophages ne présentent pas les antigénes aux lymphocytes T de fagon optimale et inhibent
leur activation [213]. Par exemple, I’expression de B7-H4 par les TAM leur permet d’inhiber les capacités
cytotoxiques des CTL [249]. Les lymphocytes Treg, via la production d’IL-10, induisent I’expression de B7-
H4 sur les TAM [250,251].

De plus, les TAM produisent différentes chimiokines qui recrutent (i) les lymphocytes Treg, telles que CCL17
ou CCL22 [85] (ii) les lymphocytes Th2 (CCL17 et CCL22) [85] et (iii) les lymphocytes T naifs (CCL18)
[252]. Le recrutement de lymphocytes T naifs dans un environnement suppresseur est favorable a 1’induction
d’une anergie [252].

b) L’angiogénese

La vascularisation de la tumeur est nécessaire & son développement. Ce phénomeéne est dépendant, entre
autres, de facteurs angiogéniques, tels que FGF et VEGF, des médiateurs pro-inflammatoires (tels que
angiopoiétines, IL-1, IL-8 et TNFa) et des protéases (MMP2, MMP9) [253,254]. Ces facteurs permettent la
prolifération et la migration des cellules endothéliales, le remodelage de la matrice extracellulaire et la
formation des vaisseaux [253,254]. Les TAM expriment certains de ces facteurs et ont donc un role primordial
dans la vascularisation tumorale [255].

49



Les TAM produisent de grandes quantités de VEGF [255,256], en réponse & I’hypoxie [244] ou en réponse a
une stimulation par le M-CSF [257], induisant par [a méme une amplification de la vascularisation [237,258].
De plus, les TAM produisent du TNFo qui induit lui-méme I’expression de la thymidine phosphorylase par les
cellules tumorales et les TAM [259,260]. Un taux important de thymidine phosphorylase est corrélé a un
mauvais pronostic dans le cancer du sein [261]. Le TNFa induit également la sécrétion de MMP9 qui permet
la libération du VEGF de la matrice extracellulaire [154].

¢) La formation de métastases

Les TAM produisent des métalloprotéases, en particulier MMP9, et de I’urokinase-type plasminogen activator,
qui favorisent le processus métastatique en permettant le remodelage de la matrice extracellulaire et donc la
migration des cellules tumorales [262,263]. De plus, dans des modeles murins de métastases du poumon, les
cellules tumorales produisent du versican, un protéoglycane capable de stimuler les macrophages via TLR2,
qui induit la production d’IL-6 et de TNFa, favorisant la formation de métastases [264].

d) La croissance tumorale
Les TAM sécrétent de nombreux facteurs aidant a la croissance tumorale tels que FGF, EGF, PDGF et TGFp
[98,265,266].

4.2.3 Immunothérapie anti-tumorale visant les TAM

La correction de ’altération (retour a I’homéostasie) s’associe & une normalisation des fonctions des
macrophages; ce processus de normalisation repose sur la plasticité fonctionnelle des macrophages.
En effet, les TAM présentent différents stades d’activation (M1 et M2). Néanmoins, les TAM de type M2 sont
plus abondants dans la tumeur et présentent un fort potentiel pro-tumoral. Dans un but thérapeutique,
différentes stratégies ont ét¢ envisagées afin d’éliminer ou de les reprogrammer en macrophages
immunostimulateurs. Les principales données mentionnées dans ce paragraphe sont détaillées dans les revues
et les articles suivants [267-272]

a) Prévenir la génération des TAM,

b) Bloquer le recrutement des monocytes,

¢) Diminuer la survie des TAM,

d) Reprogrammer les TAM en macrophages anti-tumoraux,

e) Combiner le ciblage des TAM avec les thérapies classiques.

a) Prévenir la génération des TAM
-L’axe M-CSF-M-CSF-R, essentiel dans 1’accumulation et la différenciation locale en macrophages M2, est

une approche thérapeutique intéressante. Tout d’abord, la neutralisation de cet axe induit rapidement la
diminution du nombre des TAM. Dans des modéles murins de glioblastome, I’inhibition du M-CSF-R induit
une réduction importante du volume de la tumeur et une survie prolongée des souris ; cette approche n’induit
pas la mort des TAM mais favorise leur polarisation en macrophages ayant des propriétés anti-tumorales
(probablement acquises via le GM-CSF). Des souris présentant un M-CSF non fonctionnel (souche op/op),
présentent une réduction de la progression tumorale et de la formation de métastases dans des modéles de
cancer du sein et de tumeurs neuroendocrines.

De plus, I'inhibition du M-CSF-R semble améliorer I’efficacité des thérapies standards dans des modeles
murins, comme la chimiothérapie dans le cancer du sein ou le cancer du pancréas, la radiothérapie dans le
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cancer de la prostate ; elle augmente également les réponses aux thérapies anti-angiogéniques (Ac anti-VEGF).
Ainsi, des études cliniques de phase I avec des inhibiteurs de I’axe M-CSF/M-CSF-R sont en cours, utilisant
un anticorps monoclonal ciblant le M-CSF-R (RG7155); cet Ac induit une réduction de la fréquence de
macrophages CD163" intratumoraux.

b) Bloquer le recrutement des monocytes dans la tumeur

-L’une de ces stratégies consiste a bloquer le CCL2 ou son récepteur (CCR2) puisque cet axe a été¢ impliqué
non seulement dans le recrutement des monocytes dans plusieurs types de cancers mais également dans le
trafic des monocytes de la moelle osseuse vers le sang. L’inhibition du CCL2 entraine une diminution de la
croissance tumorale et de la nécrose. Dans un modele murin de cancer du pancréas, un anticorps antagoniste

ciblant CCR2 (PF-04136309) bloque les monocytes dans la moelle osseuse, et permet donc une diminution des
TAM dans la tumeur, de la croissance tumorale et des métastases. De plus, la neutralisation de CCL2 réduit le
développement tumoral dans le cancer de la prostate, du sein et du poumon dans des modeles murins.

-La trabectidine, agent pro-apoptotique, cible CCL2 et inhibe le développement des TAM dans le cancer de
’ovaire chez I’homme.

-Des inhibiteurs de facteurs induisant I’hypoxie (HIF), du récepteur au VEGF 1 et 2, permettent également une
réduction du nombre de TAM dans la tumeur et de la vascularisation.

¢) Diminuer la survie des TAM

-Une autre stratégie consiste a induire la mort par apoptose des TAM. Le clonodrate et 1’acide zolédronique
sont deux bisphosphonates qui ont été évalués pour leur capacité & induire la déplétion des TAM. Le
clonodrate induit la déplétion de TAM ainsi que la régression tumorale, 1’angiogénése et les métastases dans
un modele murin du cancer du poumon. Dans le cancer du sein, I’acide zolédronique induit la déplétion
sélective des TAM exprimant la métalloprotéinase MMP-9, inhibe la différenciation des cellules myéloides en
TAM en conférant des propriétés anti-tumorales aux macrophages nouvellement générés. Certains essais
cliniques ont montré une survie prolongée chez des patients atteints du cancer du sein et traités pas 1’acide

zolédronique.

-Des immunotoxines conjuguées a des marqueurs de surface présents sur les TAM sont utilisées
(immunotoxines conjugués au SR-A et au CD52 dans le cancer de 1’ovaire, immunotoxines conjugués au
récepteur beta des folates (FOLR2) dans le cancer de la prostate). Ces études ont montré une déplétion
sélective des macrophages pro-tumoraux sans altération des macrophages anti-tumoraux.

-Des études précliniques ont montré que certaines bactéries atténuées (notamment Shigella flexneri, Listeria
monocytogenes, Chlamydia psittaci, Legionella pneumophilia) favorisent 1’apoptose des TAM et la réduction
du volume tumoral. Des essais cliniques sont en cours.

d) Reprogrammer les TAM en macrophages anti-tumoraux
Basée sur leur plasticité, une stratégie élégante consiste a reprogrammer les TAM pro-tumoraux en

macrophages anti-tumoraux.

-L’activation du CD40 par un anticorps monoclonal entraine I’expression des molécules du CMH-II et du
CD86 sur les TAM. Cette activation induit également I’expression de TLR9 qui, une fois activé par un motif
CpG-ODN, polarise les macrophages vers une population présentant une activité anti-tumorale.

-La combinaison du CpG-ODN avec un anticorps ciblant le récepteur de I'[L-10 a montré des effets anti-
tumoraux sur les macrophages.
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-L’imiquimod (activateur du TLR7) augmente la présentation antigénique par les macrophages et favorise
I’induction d’une réponse lymphocytaire T anti-tumorale.

-La modulation de I’activité de STAT]I est une cible importante pour induire un phénotype anti-tumoral sur les
macrophages. In vitro, 'IFNy, puissant activateur de la voie STATI, induit la génération de macrophages M1
(méme en présence de facteurs favorisant les macrophages M2) ainsi que la réversion des macrophages M2 en
macrophages M1 (expression d’IL-12, de CD80 et de CD§6).

-STAT3 et STAT6 sont des facteurs de transcription essentiels dans la polarisation de macrophages pro-
tumoraux. La molécule WP1066, inhibiteur de STAT3, induit une réversion de la tolérance immunitaire
associée aux gliomes ; ce processus est associ¢ a une expression par les macrophages des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 et une expression d’IL-12.

-Le GM-CSF, qui favorise la génération de macrophages anti-tumoraux, est utilisé en immunothérapie dans
des cancers humains comme le neuroblastome.

-Le « peroxisome proliferator-activated receptor » (PPAR)-y est impliqué dans 1’acquisition d’un phénotype
pro-tumoral par les TAM. Des stratégies d’inhibition de ce récepteur sur le phénotype des TAM sont en cours
d’étude.

-CD47 est une molécule « don’t eat me » exprimée de maniére ubiquitaire ; son expression est tr¢s augmentée
sur les cellules de tumeurs solides. L’interaction de CD47 avec son récepteur SIRPa, exprimé principalement
par les phagocytes, inhibe la phagocytose des cellules tumorales par les macrophages. Son inhibition par un
anticorps monoclonal neutralisant a montré des résultats encourageants dans des modéles précliniques de
lymphome humain, du cancer du colon, de cancer du sein, de glioblastome et dans les leucémies myéloides et
lymphocytaires aigiies.

¢) Combiner le ciblage des TAM avec les thérapies classiques.

La radiothérapie, souvent utilisée dans le traitement de plusieurs types de cancer, entraine une augmentation de
Iinfiltrat de macrophages dans la tumeur. Par conséquent, des études ont montré un bénéfice thérapeutique en
combinant la radiothérapie et I’inhibition du recrutement des macrophages (en utilisant des inhibiteurs de HIF

ou du M-CSF-R), objectivé par une suppression de l'infiltrat macrophagique et une diminution de la
croissance tumorale dans des modéles murins du cancer de la prostate.
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Rationnel de I’étude

Les macrophages ont un role central dans de nombreux processus physiologiques, tels que la défense
antimicrobienne, 1’inflammation et [’homéostasie tissulaire. Suite & des dommages cellulaires, les monocytes
sont recrutés localement ou ils se différencient en macrophages avec une remarquable plasticité et une grande
diversité, en réponse a divers signaux comme les cytokines [178]. Ils acquicrent ainsi des fonctions et des
phénotypes distincts, a partir desquels différentes sous-populations ont été¢ décrites. Selon la nature des
molécules effectrices qu’ils expriment, les macrophages éduquent les cellules immunitaires et modulent la
nature et I’intensit¢ de la réponse immunitaire. Les macrophages peuvent aussi contribuer a la pathogénie de
maladies graves, comme la fibrose ou I'immunosuppression induite par les tumeurs [192].

Bien que différentes classifications des sous-populations macrophagiques aient été proposées, la plus
communément utilisée est basée sur la dichotomie Th1/Th2 et décrit deux états de polarisation des
macrophages (appelés M1 et M2, voir chapitre B-3), qui représentent les extrémes d’un continuum de
polarisation [192]. Chez ’homme, trois cytokines promeuvent la survie des monocytes et leur différenciation
en macrophage : le GM-CSF, le M-CSF et I'IL-34 [198], les deux derniéres partageant le méme récepteur.

Les macrophages générés en présence de GM-CSF (GM-CSF-Mo) sont habituellement décrits comme des
macrophages M1, alors que les macrophages générés en présence de M-CSF (M-CSF-Mg) présentent des
caractéristiques de macrophages M2.

Dans les tumeurs solides, les TAM sont de loin la population leucocytaire immunosuppressive la plus
abondante. En plus de leurs propriétés immuno-régulatrices, les TAM favorisent ’angiogénese et promeuvent
la progression tumorale et les métastases via la production de facteurs de croissance, de protéases et de
chimiokines. Dans des études précédentes, le laboratoire a montré que les M-CSF-Mg présentaient la plupart
des caractéristiques phénotypiques (CD14" CD163" IL-10" IL-12° CDS86) et fonctionnelles (inhibition des
fonctions des lymphocytes T effecteurs) des TAM isolés des cancers de I’ovaire [213].

Dans un premier temps, je me suis donc intéressé au role de I'IL-34 sur (i) la différenciation des monocytes en
Mo ou en DC, en comparaison aux DC, aux macrophages M1, et aux différents sous-types de M2 générés in
vitro et (ii) la capacité des cellules myéloides induites par I'IL-34 & moduler I’activation les lymphocytes T.

Dans une seconde étude, j’ai analysé la capacité des IL-34-Mo, M-CSF-Mg et TAM a moduler la polarisation
des lymphocytes T mémoires. En effet, les lymphocytes T, qui orchestrent la réponse immunitaire, gardent une
plasticité et peuvent adapter leur phénotype et leurs fonctions selon la nature des signaux qu’ils regoivent
[273]. Cependant, les facteurs qui gouvernent la polarisation des lymphocytes T mémoires restent mal définis.
Les macrophages (résidents et nouvellement recrutés) pouvant jouer un réle essentiel dans ce processus,
comme cela a été rapporté dans les lésions inflammatoires [191], j’ai étudi¢ leur capacité a réguler la
polarisation des lymphocytes T mémoires humains.
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Résultats

1-Publication

L’IL-34 induit la différenciation des monocytes humains en macrophages
immunosuppresseurs. Effets antagonistes du GM-CSF et de I'[FNy.

« IL-34 induces the differentiation of human monocytes into immunosuppressive
macrophages. Antagonistic effects of GM-CSF and IFNy »

Etienne D. Foucher, Simon Blanchard, Laurence Preisser, Erwan Garo, Norbert Ifrah, Philippe Guardiola,

Yves Delneste, Pascale Jeannin.
Plos One, 2013, 8(2): 56045

Introduction

Les monocytes circulants sont des précurseurs qui peuvent se différencier dans les tissus en
macrophages, en DC, ou encore en ostéoclastes. Les macrophages jouent un rdle central dans I’homéostasie
tissulaire, la défense de I’hote, I’inflammation et la réparation tissulaire. Ils participent aussi au remodelage
tissulaire dans I’ontogénése, et au contréle des fonctions métaboliques. Les macrophages, caractérisés par leur
plasticité et leur hétérogénéité, sont tres sensibles a 1’environnement, et, selon les signaux rencontrés (micro-
organismes, dégradation tissulaire, cytokines), peuvent acquérir un phénotype fonctionnel spécifique et
présenter des profils opposés (c.-a-d. pro- versus anti-inflammatoire, immunosuppresseur versus
immunostimulant). Les situations physio(patho)logiques sont habituellement associées avec des changements
phénotypiques et fonctionnels des macrophages, et dans certaines, différents macrophages coexistent.

Par analogie avec la classification Th1/Th2, deux états de polarisation des macrophages ont été décrits, appelés
MI et M2, qui représentent les extrémes d’un continuum d’état d’activation. Les macrophages M1 sont induits
par la stimulation des Mg par de I'IFNy, seul ou avec des ligands des TLR ou des cytokines (telles que le
TNFa). Ils sécrétent une quantité importante d’IL-12 (IL-12%") et peu d’IL-10 (IL-10™**), des cytokines pro-
inflammatoires, des dérivés oxygénés et possédent une activité microbicide et tumoricide. Les macrophages
M2, aussi appelés macrophages alternatifs, ont été initialement décrits comme des cellules générées par de
'IL-4 ou de I'IL-13 (IL-4-Mg). Ils sont caractérisés par un profil IL-12""/IL-10"", ont des propriétés
phagocytaires et sont impliqués dans le remodelage tissulaire, la croissance tumorale et I’'immunosuppression.
D'autres sous-types de macrophages M2, qui different phénotypiquement des IL-4-Mg, ont été également
caractérisés. Cependant, cette classification ne reflete pas la plasticité des macrophages et le continuum des
sous-types de macrophages (des M1 aux M2) qui peuvent posséder des caractéristiques partagées par plus
d'une population de macrophages. Une autre classification a ainsi ét¢ proposée, basée sur trois activités
homéostatiques différentes : les macrophages classiquement activés (impliqués dans la défense de I’hote et
l'immunité anti-tumorale), les macrophages impliqués dans la réparation tissulaire et les macrophages
régulateurs (immunorégulation et résolution de I’inflammation).

L’IL-34 a ét¢ identifiée a la suite d’un criblage fonctionnel de protéines sécrétées, basée sur la capacité a
induire la survie des monocytes humains et a favoriser, avec la méme efficacité que le M-CSF, la formation de
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CFU-M. L’IL-34 murine favorise également la survie des Mo péritonéaux et la prolifération des progéniteurs
des macrophages de la moelle osseuse.

L’IL-34 est une glycoprotéine dimérique qui ne présente aucune homologie de séquence protéique avec le M-
CSF, bien que la structure secondaire de 1'IL-34 suggére I'existence de quatre hélices o, comme observé pour
le M-CSF. Le M-CSF-R, également appelé c-FMS ou CD115, a ét¢ identifi¢ comme le récepteur de 1’IL-34.
L’ARNm de I'IL-34 est exprim¢ dans de nombreux tissus, et de manicre plus abondante dans la rate.
L'expression spatio-temporelle des ARNm de I’IL-34 et du M-CSF différe, suggérant que I'IL-34 et le M-CSF
auraient des roles non-redondants et complémentaires. En accord avec ces observations, deux études récentes
ont démontré le role de 1’IL-34 dans I'homéostasie des cellules de Langherans et de la microglie.

En combinaison avec le RANKL, I’IL-34 peut remplacer le M-CSF pour la différenciation des ostéoclastes
humains et murins. In vivo, I'administration d'IL-34 réduit la masse osseuse et son expression restaure
I’absence d’ostéoclaste chez les souris déficientes en M-CSF. Cependant, des études suggérent que I'IL-34 et
le M-CSF pourraient avoir des propriétés non-redondantes. L’IL-34 et le M-CSF différent dans leur capacité a
induire la production des chimiokines MCP-1 et éotaxine par les monocytes humains. Ils affectent ¢galement
différemment la migration de lignées cellulaires myéloides murines, tandis que leur capacité a favoriser la
survie des Mo murins ou la croissance des précurseurs murins de la moelle osseuse est identique. Ainsi, il a
¢té suggeéré que I’IL-34 et le M-CSF peuvent interagir avec des régions distinctes du M-CSF-R et activer des
voies de signalisation différentes.

Les roles physio(patho)logiques potentiels de I'IL-34 demeurent mal décrits. 11 a ét¢ montré que I'IL-34 est
sur-exprimée dans la polyarthrite rhumatoide associée a I’ostéoclastogénese. Dans le cancer du sein, certaines
drogues anti-tumorales induisent la production d'IL-34 et de M-CSF par les cellules épithéliales mammaires,
favorisant le recrutement des Mg dans le microenvironnement tumoral.

L’objectif de cette étude a été d’analyser le role de I'[L-34 sur la différenciation des monocytes, la
fonction des cellules induites et leur impact dans un contexte tumoral.

Materiel et Meéthodes

- Afin d'étudier le role de I'IL-34 sur la différenciation des monocytes humains, des monocytes circulants
isolés des PBMC, ont été cultivés pendant 5 jours en présence d’IL-34, de M-CSF + IL-6 (M-CSF+IL-6-Mo)
ou en présence de GM-CSF puis les GM-CSF-Mg sont stimulés en présence d’IL-4 (IL-4-Mo), d’IL-1p (IL-
1B-Mo), d’IL-10 (IL-10-Mg).

- Analyse fonctionnelle : Nous réalisons des co-cultures de IL-34-M¢ avec des lymphocytes T mémoires afin
d’¢évaluer la capacité a moduler la prolifération des lymphocytes T mémoires.

- Dans un but thérapeutique, les monocytes ont ét¢ incubés avec différentes cytokines, et, en présence d'IL-34,
et le phénotype de ces cellules a été analysé apres 5 jours de différenciation afin de sélectionner les cytokines
capables d’inhiber la génération des IL-34-Mo.
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Principaux résultats

- L’IL-34 induit la différenciation des monocytes humains en macrophages M2

L’IL-34 permet la survie des monocytes. Le phénotype des cellules cultivées avec ’IL-34 montrent qu’elles
présentent les caractéristiques des Mo (expression de CD14 et de CD163) mais pas des cellules dendritiques
(absence de CD1a et aucune induction de CD83 aprés stimulation par le LPS).

Les IL-34-Mo produisent de I'IL-10 et peu d’IL-12 (apres stimulation au LPS) comparativement aux GM-
CSF-Mo. L’expression des molécules du CMH-I et du CMH-II, CD54, CD80, CD86, B7-H1, ILT3 et CD206,
est équivalente a celle observée sur les M-CSF-Mo et différente de celle des GM-CSF-Mo.

Ces résultats montrent que 1'IL-34 induit la différenciation des monocytes en macrophages présentant un
phénotype de type M2.

- Les IL-34-Mo sont semblables aux M-CSF-Mop

Nous avons réalisé des expériences afin de comparer le phénotype des IL-34-Mo aux quatre sous-types de
macrophages M2 (M2a-d).

Le phénotype CD14%* CD163** CD80™™ CD86™"* des IL-34-Mg est semblable & celui des M-CSF-Mg et
différe des IL-4-, IL-1B- et des IL-10-Mg. Duluc ef al. ont précédemment démontré que I'IL-6 facilite la
consommation du M-CSF par les monocytes, augmentant le potentiel pro-M2 du M-CSF. De la méme fagon,

les cellules cultivées en présence d’IL-34 et d’IL-6 (appelés IL-34+IL-6-Mg) expriment des niveaux plus
¢levés de CD163 et d'ILT3 que les IL-34-Mo. De plus, I'IL-34 est consommée plus rapidement en présence
d’IL-6 suggérant qu’elle augmente la consommation d'IL-34 pendant le processus de différenciation.

- L’IL-34 induit la génération de macrophages M2 immunosuppresseurs

En accord avec des études prouvant que les macrophages M2 (IL-10%* IL-12"*) sont immunosuppresseurs,
nous avons observé que les propriétés de co-stimulation des lymphocytes T des IL-34-Mg sont inférieures a
celles des GM-CSF-Mo et les IL-34-Mg inhibent la prolifération des lymphocytes T mémoires.

Ces résultats prouvent que I'IL-34 conduit a la différenciation des monocytes en macrophages M2
immunorégulateurs.

- L’IL-34 agit via le CD1135 et indépendamment du M-CSF

Nous avons ensuite étudi¢ le mécanisme d’action de I'[L-34 sur la différenciation des monocytes en
macrophages M2. Etant donné que le M-CSF est produit par les monocytes et induit leur différenciation en M-
CSF-Mo par l'intermédiaire du CD115, nous avons donc évalué si la capacité de I'IL-34 & induire la
différenciation des monocytes en macrophages M2 pourrait étre médiée via une activation autocrine de M-
CSF.

Un anticorps monoclonal neutralisant le M-CSF n’affecte pas la capacité de I'IL-34 & induire la génération des
IL-34-Mg (phénotype CD147** CD163%** CD80™™ CD86™™" IL-10*" IL-12""" conserve).

Ces résultats montrent que 1’IL-34 induit la différenciation des monocytes en macrophages M2 via le CD115
et indépendamment du M-CSF.

- Le GM-CSF et I'IFNy inhibent la génération des IL-34-Mgy
Tandis que les macrophages M2 jouent un réle central dans I'homéostasie des réponses immunitaires, leur
accumulation locale est préjudiciable dans des situations pathologiques, comme dans le cancer. Nous avons
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donc analys¢ la capacité d’un panel de cytokines (IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12,
IL-15, IL-17A, IL-17E, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-26, IL-29, TNFa, GM-CSF, OSM, ou
IFNy) a prévenir la génération des IL-34-Mg.

- Inhibition de la différenciation en macrophages M2.

Parmi I’ensemble des cytokines testées, seules le GM-CSF et I'I[FNy inhibent, et de manié¢re dépendante de la
dose, la génération des IL-34-M¢ avec une diminution des marqueurs CD14 et CD163, une augmentation de
I’expression de CD80 et CD86 et une production d’IL-12 et peu d’IL-10 (correspondant a un profil M1).

- Repolarisation des macrophages M2 établis.

Les macrophages sont caractérisés par leur plasticité, avec des changements dynamiques de leur polarisation
en fonction de leur environnement. Nous avons ainsi évalué si le GM-CSF et I'IFNy peuvent également
induire la réversion des IL-34-Mg établis.

Seul ITFNy permet de conférer aux IL-34-Mg la capacité a produire de 1'IL-12 et peu d’IL-10 et d'exprimer
CD80 et CD86 en réponse au LPS.

Ces résultats prouvent que le GM-CSF et I'I[FNy contrecarrent la capacit¢ de I'IL-34 & induire des
macrophages M2 immunosuppresseurs.

En conclusion, cette étude a permis de montrer le réle de I'IL-34 dans la différenciation des monocytes
circulants en macrophages M2 (CD147* CD163%*" CD80™" CD86™™ 1L-10%" IL-12"") qui sont
similaires aux M-CSF-Mg. De plus, dans un but thérapeutique, nous avons montré que le GM-CSF ou I'I[FNy
inhibent la génération de ces macrophages M2, alors que seul 'IFNy induit leur réversion en macrophages
MI.
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Abstract

IL-34 is a recently identified cytokine that signals via the M-CSF receptor and promotes monocyte survival. Depending on
the environment, monocytes can differentiate into macrophages (M) or dendritic cells (DC). A wide spectrum of M¢ and
DC subsets, with distinct phenotypes and functions, has been described. To date, the phenotype of monocytes exposed to
IL-34 remains unexplored. We report here that IL-34 induces the differentiation of monocytes into CcD14Msh cp163Mi9h
CD1a~ Mg (IL-34-Mg). Upon LPS stimulation, IL-34-Mg exhibit an IL-10M9" |L-12'°" M2 profile and express low levels of the
costimulatory molecules CD80 and CD86. IL-34-Mo exhibit poor T cell costimulatory properties, and have potent
immunosuppressive properties (decrease of TCR-stimulated T cell proliferation). For all the parameters analyzed, IL-34-M¢
are phenotypically and functionally similar to M-CSF-Me. IL-34 appears as efficient as M-CSF in inducing the generation of
immunosuppressive Me. Moreover, the generation of IL-34-M¢ is mediated through the M-CSF receptor, is independent of
endogenous M-CSF consumption and is potentiated by IL-6. In an attempt to identify strategies to prevent a deleterious M2
cell accumulation in some pathological situations, we observed that IFNy and GM-CSF prevent the generation of
immunosuppressive Mo induced by IL-34. IFNy also switches established IL-34-M¢ into immunostimulatory Me. In
conclusion, we demonstrate that IL-34 drives the differentiation of monocytes into immunosuppressive M2, in a manner
similar to M-CSF, and that IFNy and GM-CSF prevent this effect.
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Introduction spectrum of activation states, have been described [6]. The M1
phenotype results from the stimulation of M¢ with interferon-y
(IFN), alone or with microbial products (mainly Toll-like receptor
[TLR] agonists) or cytokines (such as tumor necrosis factor-o

resident macrophages (M), dendritic cells (DC), and osteoclasts [TNFo]). M1 cells produce high levels of IL-12 (IL-12"¢") and low
[3]. Macrophages play a central role in tissue homeostasis, host

defense, inflammation, and tissue repair. They also participate to
tissue remodeling in ontogenesis and to the control of metabolic icidal activities [4,7,8]. M2 cells, also called “alternatively
functions [4]. Macrophages, characterized by their plasticity and activated macrophages”, were initially described as cells generated
heterogeneity [4,5,6], are highly sensitive to their environment in the presence of IL-4 or IL-13. M2, characterized by an IL-12'"
and, according to the signals encountered (microorganisms,
damaged self, cytokines), may acquire distinct functional pheno-

Circulating monocytes are precursors that exhibit some effector
functions [1,2]. They can differentiate into a variety of tissue-

levels of IL-10 (IL-10""), proinflammatory cytokines, nitrogen and
oxygen intermediates, and have potent microbicidal and tumor-

IL-10"5" phenotype, have potent phagocytic properties and are
involved in tissue remodeling, tumor progression, and immune
types and exhibit opposite activities (i.e. pro- versus anti- suppression. Other subsets of IL-10"8" TL-12'% M2 cells (called
inflammatory, immunosuppressive versus immunostimulatory) M2-like), that differ phenotypically from IL-4-Mg, have also been
[4]. Pathophysiological situations are usually associated with characterized [6,7,9,10]. However, this classification does not
changes in M@ phenotypes and functions and, in some of them, reflect the extreme plasticity of M@ and the continuum of M¢@
Mg with different phenotypes coexist [4]. subsets (from M1 to M2) that can exhibit characteristics shared by

Reflecting  the Th1/Th2  dichotomy, two states of Mg more than one M@ population. Another classification has thus
polarization, called M1 and M2, which represent extremes of a been proposed, based on three different homeostatic activities:
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classically activated M@ (involved in host defence and antitumoral
immunity), wound healing M¢ (production of extracellular matrix
components) and regulatory M¢ (immune regulation and resolu-
tion of inflammation) [11].

IL-34 was identified by functional screening of a library of
secreted proteins, based on its ability to support human monocyte
survival and to promote, with the same efficiency as macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF), the formation of the colony-
forming unit-macrophage (CFU-M) in human bone marrow cell
cultures [12]. Murine IL-34 also promotes peritoneal M¢ survival
and bone marrow progenitor cell proliferation [13]. IL-34 is a
dimeric glycoprotein which presents no amino-acid sequence
homology with M-CSF, although human IL-34 secondary
structure prediction suggests the existence of four a-helical
bundles, as observed for human M-CSF [14,15,16]. The M-CSF
receptor (M-CSF-R), also called colony-stimulating factor 1-
receptor, c-fms or CDI115, has been identified as an IL-34
receptor [12]. IL-34 mRNA is expressed in various tissues and is
most abundant in the spleen [12]. The spatiotemporal expression
patterns of IL-34 and M-CSF mRNA differ, suggesting that IL-34
and M-CSF may have non-redundant and complementary roles
[17,18]. In agreement with these observations, two recent studies
have evidenced the role of IL-34 in the homeostasis of Langherans
cells and microglia [19,20].

When used in combination with receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand (RANKL), IL-34 can replace M-CSF for
human and murine osteoclast differentiation [21,22]. In vivo,
administration of IL-34 reduces bone mass [21,22] and the
expression of IL-34 in an M-CSF-specific manner rescues
osteopetrotic deficiencies in M-CSF-deficient mice [17]. However,
studies suggest that IL-34 and M-CSF may also have non-
overlapping properties [12]. 1L-34 and M-CSF differ in their
ability to induce the production of the chemokines MCP-1 and
eotaxin by human monocytes [13]. They also differently affect the
migration of a murine myeloid cell line [13], while their ability to
promote the survival of murine M@ or the growth of murine bone
marrow progenitors is identical [13]. In support, it has been
suggested that IL-34 and M-CSF may interact with distinct regions
of M-CSF-R and activate different signaling pathways [13,16].
The potential physiopathological roles of IL-34 remain poorly
described. IL-34 has been reported overexpressed in rheumatoid
arthritis [23] and involved in RA-associated osteoclastogenesis
[24]. In breast cancer, some antitumoral drugs induce the
production of both IL-34 and M-CSF by mammary epithelial
cells, which may favor the recruitment of M¢ into the tumor
microenvironment [25].

Taken into account the ability of IL-34 to promote human
monocyte survival and the central role played by Mg in
physiological and pathological situations, the objective of this
study was to analyze the phenotype and function of human M¢
generated in the presence of IL-34. We report that I1L-34 gives rise
to immunosuppressive M@ with an IL-10"" IL-12"" phenotype
and demonstrate that granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) and IFNYy prevent their generation, while IL-6
pushes them toward a more pronounced phenotype.

Materials and Methods

Ethics Statement
PBMCis were obtained from healthy human volunteers (Blood
collection center, Angers, France; agreement #ANG-2003-2).

PLOS ONE | www.plosone.org

IL-34 Induces the Generation of M2d Macrophages

Cytokines

IL-4 and GM-CSF were purchased from CellGenix (Freiburg,
Germany). IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21,
and IFNYy were from Immunotools (Friesoythe, Germany), IL-1f,
IL-2, and OSM were from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Germany). IL-5, IL-17A, IL-17E, IL-19, IL-20, IL-22, IL-23, IL-
24, 1L-26, IL-29, IL-34 and TNFoa were from R&D Systems
(Abingdon, United Kingdom). M-CSF was from ORF Genetics
(Kopavogur, Iceland).

Cell purification and culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated with
Lymphocyte Separation Medium (PAA Laboratories, Pashing,
Austria). CD14" monocytes and CD4" T cells were sorted from
PBMC by positive magnetic sorting (Miltenyi Biotec). CD4"
memory T cells were sorted from PBMC by negative depletion
followed by a positive magnetic sorting of CD45RO™ T cells (both
from Miltenyi Biotec). Myeloid cells were cultured in medium
consisting of RPMI 1640 medium (Lonza, Verviers, Belgium)
supplemented with 10% fetal calf serum (PAA Laboratories),
2 mM L-glutamine, I mM sodium pyruvate, 0.1 mM non essential
amino acids, 10 mM Hepes, 100 U/ml penicillin and 100 ug/ml
streptomycin (all from Lonza). CD4" T cells were cultured in
serum-free X-VIVO-20 medium (Lonza).

Macrophage subset generation

Macrophage subtypes are referred to as the cytokines used for
their generation. IL-34-M@, M-CSF-M@, and GM-CSF-M¢ were
generated by exposing monocytes (1x10° cells/ml) for 5 days to
50 ng/ml IL-34, 50 ng/ml M-CSF or 20 ng/ml GM-CSF,
respectively. In some experiments, monocytes were cultured with
50 ng/ml IL-34 plus 50 ng/ml IL-6. To generate the IL-4-Mg,
IL-1B-M¢ or IL-10-Mg@ subsets, monocytes were first exposed for
3 days to 20 ng/ml GM-CSF and then for 2 days to 50 ng/ml IL-
4, IL-1f or IL-10 [6]. M-CSF+IL-6-M¢ were generated by
exposing monocytes to 50 ng/ml M-CSF plus 50 ng/ml IL-6 [10].
In some experiments, day-5> M@ were activated for 48 h with
200 ng/ml lipopolysaccharide (LPS) (from £E. coli serotype
O111:B4; Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

Cytokine quantification

IL-10 and IL-12 were quantified using commercial ELISA from
Diaclone (Djjon, France) and IL-34 using a commercial ELISA
from R&D Systems.

Flow cytometry analysis

Cells were incubated with FITC-labeled anti-CD80, PE-labeled
anti-CD86, APC-labeled anti-CD4 (all from BD Pharmingen, San
Diego, CA), PE-labeled anti-CD14 (Dako, Glostrup, Denmark),
PC5-labeled anti-ILT3 (Beckman Coulter, Marseille, France),
APC-labeled anti-CD163 or PE-labeled anti-CD206 (R&D
Systems) mAbs. Data were acquired using a FACScalibur flow
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) and analyzed with the
Flow]Jo software (Tree Star, Ashland, OR). Results are expressed
as mean fluorescence intensities (MFI) after subtraction of the
value obtained with the isotype control mAb or as a percentage of
inhibition determined as follows: (A-B)/Ax100, where A and B
are the MFI values in the absence or presence of the inhibitor,
respectively.

Cell viability analysis

The viability of cells was evaluated by annexin V labeling. Data
were acquired using a FACScalibur and analyzed with the Flow]Jo
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software. Results are expressed as a percentage of annexin V
viable cells.

Analysis of chemokine and chemokine receptor mRNA
expression

1L-34-M@, M-CSF-M¢e and GM-CSF-M¢ were stimulated or
not for 6 h with 200 ng/ml LPS. After cell lysis using the Trizol
reagent (Life technologies, Saint Aubin, France), total RNA were
extracted using the RNeasy Micro kit according to the manufac-
turer recommendation (Qiagen, Hilden, Germany) and reverse
transcribed using the Superscript II reverse transcriptase (Life
technologies). The expression of CCL1, CCL2, CCL5, CCL18,
CCL17, CCL22, CCL24, CXCL9, CXCL10, CXCLI1I,
CXCLI16, CX3CLI1, CCR1, CCR2, CCR8, CX3CR1, CXCRI,
and CXCR2 mRNA was analyzed by qPCR using the iQ SYBR
Green Supermix (Biorad, Marnes-la-Coquette, France); primer
sequences are available upon request. Specific gene expression was
calculated using the 27 AACT method using GAPDH as calibrator.
The transcriptional profiles were evaluated in four donors. Omics
Explorer 2.3 software was used for hierarchical clustering and
principal-component analysis (PCA) (Qlucore, Lund, Sweden).
Hierarchical clustering of both samples and transcripts was
performed using average linkage method and the Euclidean
metric, with each variable being normalized to mean 0 and
variance 1.

Inhibition of T cell proliferation and mixed lymphocyte
reaction

In T cell proliferation assays, 10> allogencic CD4" CD45RO*
memory T cells, previously incubated with 3 uM CFDA-SE
(Molecular Probes, Carlsbad, CA), were cultured in X-VIVO-20
medium supplemented with 20 U/ml IL-2, in 96-well flat-
bottomed plates, previously coated with 1 pg/ml anti-CD3 mAb
(clone OKT3; ATCC, Manassas, VA), without or with 2x10*
allogeneic LPS-activated M@ subsets. In MLR experiments, 10°
CFDA-SE stained CD4" T cells were cultured, as described above,
in non-coated plates without or with 2x10* allogeneic LPS-
activated M@ subsets, in the presence of 20 U/ml IL-2. At day 7,
cells were stained with APC-labeled anti-CD4 mAb for gating on
T cells and the proliferation of CD4" T cells was measured by
analyzing CFDA-SE dilution. Data were subsequently analyzed
using the FlowJo Proliferation Platform software v7.6.5 (Tree Star,
Ashland, OR).

Inhibition and reversion of macrophage polarization

In order to evaluate the role of CD15 and/or M-CSF in the
generation of IL-34-Me, M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢@ were
generated in the presence or absence of 4 pg/ml anti-M-CSF or
isotype control mAbs (both from R&D Systems), or 1 uM
GW2580 (LC Laboratories, Woburn, MA), a CD115 tyrosine
kinase inhibitor. In order to evaluate the capacity of some
cytokines to prevent the generation of IL-34-M¢, 50 ng/ml IL-1f,
IL-2, OSM, IL-4, GM-CSF, IL-3, IL-7, IL-8, IL-9, IL-12, IL-15,
IL-21, IFNy, IL-5, IL-17A, IL-17E, 1L-19, IL-20, 1L-22, 11.-23,
1L-24, 11.-26, 11.-29, or TNFa were added to monocytes at day 0
together with IL-34. In reversion experiments, established day-5
1L-34-Mg were incubated with 50 ng/ml GM-CSF or IFNy for 3
days. In all experiments, M¢ were stimulated for 48 h with
200 ng/ml LPS before quantification of IL-12 and IL-10 by
ELISA and analysis of CD80 and CD86 expression by flow
cytometry.
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Statistical analysis
Data are shown as mean * SD and were analyzed by the
Mann-Whitney test, with p<<0.05 being considered significant.

Results

IL-34 induces the differentiation of human monocytes

into macrophages

In order to investigate the role of IL-34 on human monocyte
differentiation, highly purified peripheral blood monocytes were
cultured with IL-34 for 5 days. Preliminary experiments showed,
as previously reported [12,13], that IL-34 promotes monocyte
survival; in our experimental conditions, the maximal survival was
obtained with a concentration of 50 ng/ml IL-34 (data not
shown). The phenotype of cells cultured with IL-34 was analyzed
by flow cytometry and their ability to produce IL-10 and IL-12
was assessed by ELISA. IL-34 induced monocyte differentiation
into cells exhibiting M@ characteristics, as evidenced by the
expression of CD14 and CD163 (Fig. 1A), but not dendritic cell
features (absence of CDla and no induction of CD83 upon LPS
stimulation; data not shown). These differentiated cells were called
IL-34-M¢@. As controls, the macrophage differentiation factors
GM-CSF (GM-CSF-Mg) and M-CSF (M-CSF-Mg) also gave rise
to CDla”~ CDI14" CD163" cells (Fig. 1A and data not shown)
[7,10,26]. 1L-34-M¢ and, as previously reported [10], M-CSF-
Mg, expressed higher levels of CD14 (2.5-fold increase) and
CD163 (25-fold increase) than GM-CSF-M¢ (Fig. 1A). IL-34 and
M-CSF were equivalent in maintaining the level of CD14 (Fig. 1B,
left panel) and in increasing the expression of CD163 (Fig. 1B,
right panel) during the 5-days differentiation process. Interestingly,
the induction of CD163 and the expression of CDI14 were
homogenous on the whole cell population (Fig. 1B), suggesting that
IL-34 and M-CSF induce the differentiation of monocytes into a
Mg subset. In contrast, GM-CSF decreased the expression of
CD14 and did not induce the expression of CD163 (Fig. 1B, right
panels). Finally, the expression of MHC-I, MHC-II, CD54, CD80,
CD86, B7-H1, ILT3 and CD206 was similar on 11.-34-M¢ and
M-CSF-Mg and was different to the one exhibited by GM-CSF-
Mg (Table 1).

These results show that 11-34 supports the differentiation of
human peripheral blood monocytes into M¢.

IL-34-Mo exhibit a M2 phenotype

We then analyzed the phenotype of activated 1L-34-Mg. Upon
LPS stimulation, IL-34-M¢ and, as expected [7], M-CSF-Mg,
produced weak or undetectable levels of IL-12 (Fig. 1C). In
contrast, GM-CSF-M¢ produced higher levels of IL-12 and lower
levels of IL-10 than IL.-34-M¢@ and M-CSF-M¢ (Fig. 1C). This IL-
10"8" TL-12"" phenotype of TL-34-M@ is typical of a M2
polarization [4,6,7,9]. The expression of CD80, CD86 (Fig. 1A)
and CD206 (Table 1) was upregulated on LPS-stimulated GM-
CSF-Mg, compared to LPS-stimulated IL-34-M¢ and M-CSF-
Mg. In contrast, the expression of MHC-I, MHC-II, CD54, B7-
HI1 and ILT3 was similar on LPS-stimulated 11.-34-M¢@, M-CSF-
M@ and GM-CSF-Mg (Table 1).

Four M2 cell subsets elicited by exposing GM-CSF-Mo to 1L-4
(IL-4-Mo), IL-1B (IL-1B-Me), IL-10 (IL-10-Me) [4,5,6,27] or by
exposing monocytes to M-CSF plus IL-6 (M-CSF+IL-6-Me) [10],
have been described. These subsets are. The CD14"€" CD163"e"
CD80™ CD86'™ phenotype of IL-34-Mg is similar to the one of
M-CSF-M¢@ and differs from IL-4-, IL-1B- and IL-10-M¢
(Fig. 2A-D).

We have previously demonstrated that IL-6 favors M-CSF
consumption by monocytes and, in the presence of M-CSF, gives
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Figure 1. IL-34 induces monocyte differentiation into M2 cells. A, IL-34-M¢ exhibit a CD14"9" CD163 "9" CD8O™™™ CD86'™ phenotype. The
expression of CD14 and CD163 (before LPS stimulation) and of CD80 and CD86 (after LPS stimulation) was analyzed by flow cytometry on IL-34-Me,
M-CSF-Mg, and GM-CSF-Mg. For each marker, the grey histogram corresponds to isotype control mAb and is similar in the 3 experimental conditions.
Results are representative of 1 of 5 experiments. B, IL-34-Mg polarization results in the maintenance of CD14 and in the acquisition of CD163. The
expression of CD14 and CD163 was analyzed by flow cytometry during the 5-day polarization of IL-34-M¢@, M-CSF-M¢, and GM-CSF-Mo (left panels).
Right panels, flow cytometry histograms of CD14 and CD163 expression by monocytes cultured with IL-34 and analyzed at day 1, day 3, and day5. C,
IL-34-Mg display an IL-10"9" |[-12'°" phenotype. IL-10 and IL-12 were quantified in the supernatants of IL-34-Mg, M-CSF-Mg, and GM-CSF-M after LPS
stimulation. Results are expressed in pg/ml (IL-12) or ng/ml (IL-10) (mean =* SD, n=5). * p<<0.05, compared to GM-CSF.
doi:10.1371/journal.pone.0056045.g001

rise to cells with a more pronounced M2 phenotype [10,28]. not shown), suggests that IL-6 enhances the consumption of IL-34
Similarly, cells cultured with IL-34 and IL-6 (called IL-34+IL-6- during the differentiation process.

Meg) express higher levels of CD163 (Fig. 2B) and ILT3 (Fig. 2E) Previous studies suggested that M1 and M2 exhibit different
than IL-34-Me. Interestingly, the concentrations of IL-34 were chemokine and chemokine receptor patterns [6,29,30,31]. PCA of
reduced in the supernatants of cells cultured with IL.-34 plus IL-6 the transcriptional profiles evidenced a relationship between
compared to cells cultured with IL-34 alone (Fig. 2F). This results, samples, according to the polarization, and revealed the absence

added to the fact that no IL-34 mRNA was detected during the 5- of segregation between IL-34-M¢ and M-CSF-Me (Fig. 3A).
days culture with IL-34, in the absence or presence of IL-6 (data Moreover, 11.-34-M@ and M-CSF-M¢ have lower levels of the
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Table 1. Analysis of cell surface markers on macrophage subsets.
Without LPS With LPS
Markers IL-34-Mo M-CSF-Mo GM-CSF-Mo IL-34-Mo M-CSF-Mo GM-CSF-Mo
CcD14 4+ -+ +++ +++ +H+ -
CD163 - - ++ - - ++
CD80 - - + - _ +
CD86 + + + + + ++
B7H1 - - - + + +
ILT3 - - ++ ++ ++ +
CD54 + + ++ ++ +++ +++
MHC 1 TFRAR +++ +++ +++ + -+
MHC 2 ++++ -+ +++ +++ +++ -+
CD206 - - SHFE s + S
The expression of the indicated markers was analyzed by FACS on IL-34-Mg, M-CSF-M¢ and GM-CSF-Mg, stimulated or not for 48 h with 200 ng/ml LPS. Results are
expressed as mean fluorescence intensity values (after subtraction of the MFI obtained with the isotype control mAb) and are representative of 4 separate experiments.
+++++ indicates MFI greater than 1000; ++++, MFI greater than 400 and less than 1000; +++, MFI greater than 200 and less than 400; ++, MFI greater than 100 and less
than 200; +, MFI greater than 20 and less than 100 and, — indicates MFI less than 20.
doi:10.1371/journal.pone.0056045.t001

mRNA encoding CCL1, CCL17, CCL22, CCL24 and CX3CLI other chemokines and chemokine receptors were equivalent in the
than GM-CSF-Mo (Fig. 3B). We also observed that the transcripts three M@ subsets (Fig. 3B).

encoding the chemokine receptors CCR2 and CXCR1 were lower Together, these results show that IL-34-M¢ exhibit a CD14""
in IL-34-M¢ and M-CSF-M¢ than in GM-CSF-M¢ (Fig. 3B).  CDI163"" CD80™" CD86"" M2 phenotype and that IL-6 pushes
Stimulation of the M@ with LPS did not modify this dual them into cells with a more pronounced phenotype.

expression (Fig. 3). The expression of the mRNA encoding the
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Figure 2. IL-34 induces M2 cell generation. A-E, IL-34 induces monocyte differentiation into M2. Macrophage subsets were generated as
described in the Material & Methods section. The expression of CD14 (A) and CD163 (B) was analyzed by flow cytometry on non stimulated cells. The
expression of CD80 (C), CD86 (D) and ILT3 (E) was analyzed by flow cytometry after LPS stimulation. Results are expressed in MFI values (mean = SD,
n=05). ¥ p<0.05, compared to IL-34; # p<0.05, compared to IL-34+IL-6. F, IL-6 favors IL-34 consumption. IL-34 was quantified at different time-points
in the supernatants of monocytes exposed to 50 ng/ml IL-34, without or with 50 ng/ml IL-6. Results are expressed in ng/ml (mean = SD, n=4).
* p<<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0056045.9002

PLOS ONE | www.plosone.org 5 February 2013 | Volume 8 | Issue 2 | 56045



IL-34 Induces the Generation of M2d Macrophages

T e

Log,rati

¥ o

F R O et At o Tt e
Pttt s =TS A R TR A Y

CCL17
CCLz4
CCL1
CX3CL1
CCLz2z2
CXCR1
CCRZ
CX3CR1
CXCL16
CCR1
CXCR2
CCL2Z
CCRS
CXCL11
CXCL10
CCLS
CXCL9
CCL18

Without LPS With LPS

Figure 3. Analysis of chemokine and chemokine receptor mRNA expression by macrophages. A Three-dimensional projection of PCA of IL-
34-Mgp, M-CSF-Mgp and GM-CSF-Mg. Each dot represents one Mg subset of one donor, stimulated or not for 6 h with LPS, based on values of all 18
studied chemokines/chemokine receptors. The percentage of variances is depicted on the three axes. B, Two-dimensional unsupervised hierarchical
clustering analysis of the chemokines/chemokine receptors expression in the My subset. The normalized values for each chemokine/chemokine receptors
from four different donors is depicted according to the color scale, where red and green represent expression above and below the mean,

respectively.
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IL-34-M¢@ are immunosuppressive

Macrophages participate to the control of T cell responses
[4,6,10]. We have thus evaluated the ability of IL-34-Mg to affect
T cell proliferation. In agreement with studies showing that IL-
10M" IL-12'" M2 are immunosuppressive [4], we observed, in
mixed lymphocyte reaction (MLR) assays, that 11.-34-M¢@ exhibitd
lower T cell costimulatory properties than GM-CSF-Mg (Fig. 4A).
Moreover, IL-34-M¢ suppressed TCR-dependent T cell prolifer-
ation more efficiently than GM-CSF-M¢ (Fig. 4B), showing that
they present potent immunosuppressive properties.

These results show that IL-34 drives the differentiation of
monocytes into immunosuppressive M¢.

IL-34 induces M2 via CD115 and independently of M-CSF

M-CSF i1s produced by monocytes and induces their differen-
tiation into M-CSF-Me¢ by acting via CDI115 [10,32]. We
therefore evaluated whether the ability of I1.-34 to induce
monocyte differentiation into M2 may also occur through
autocrine secretion of M-CSF. A neutralizing anti-M-CSF mAb
did not affect the ability of IL-34 to induce the generation of IL-
34-Mg, as evidenced by the maintenance of CD14 expression
(Fig. 4C, left panel), the increase of CD163 expression (Fig. 4C,
right panel) and the acquisition of an IL-10"¢"/I1-12'°" pheno-
type (Fig. 4D). The expression of CD80 and CD86 by IL-34-M¢
was not modulated by an anti-M-CSF mAb (data not shown). In
parallel, we analyzed the expression of M-CSF during the course
of monocyte differentiation into IL-34-Mg@. No M-CSF was
detected in the culture supernatants collected from D1 to D5 and
the expression of the transcript encoding M-CSF was not
modulated by IL-34 during the 5-days culture (data not shown).
In contrast, monocytes exposed to M-CSF plus an anti-M-CSF
mAb rapidly died in culture (Fig. 4C&D), a result in agreement
with the fact that M-CSF is a survival factor for monocytes/
macrophages.

In agreement with the fact that I1.-34 and M-CSF signal via
CD115, the c-fms tyrosine kinase inhibitor GW2580 [12] impaired

PLOS ONE | www.plosone.org

the survival of monocytes cultured with IL-34 or M-CSF (Fig. 4C—
D). Finally, we observed that the viability of cells cultured with IL-
34 and M-CSF was similar from D1 to D5 (Fig. 4E and data not
shown).

Collectively, these results demonstrate that I1.-34 switches
monocytes into M2 by acting through CD115, in an M-CSF-

independent manner.

GM-CSF and IFNy prevent IL-34-Mg generation

While immunosuppressive M2 play a central role in immune
homeostasis, their local accumulation is detrimental in some
pathological situations, such as in cancer [4,5,33]. We thereby
screened a panel of cytokines (IL-1p, 1L-2, IL-3, IL.-4, IL-5, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-10, 1L-12, I1L-15, IL-17A, IL-17E, IL-19, IL-20, IL-
21, IL-22, 1L-23, IL-24, IL-26, IL-29, TNFa, GM-CSF, OSM, or
IFNY) for their ability to prevent the generation of IL-34-Me¢.
Monocytes were incubated with the cytokines tested, in the
presence of 11.-34, and the phenotype of the cells was analyzed
after 5 days, with a focus on the production of IL-10 and IL-12
and on the expression of CD80 and CD86. Among all the
cytokines tested, GM-CSF and IFNy were the most potent in
preventing IL-34-M¢ generation (Fig. SI1). More precisely,
compared to IL-34-M@, monocytes cultured with IL-34 plus
GM-CSF or IFNy retained the capacity to produce IL-12 (Fig. 5A)
and to express high levels of CD80 and CD86 in response to LPS
(Fig. 5B), while producing undetectable levels of IL-10 (Fig. 5A).
Moreover, monocytes cultured with IL-34 plus GM-CSF or IFNy
expressed lower levels of CD14 and CD163 than IL-34-M¢
(Fig. 5C). The ability of GM-CSF and IFNy to prevent the
generation of 11.-34-M¢@ was dose-dependent, significant at 2 or
20 ng/ml, depending on the parameters analyzed, and maximal at
the highest concentration tested (50 ng/ml) (Fig. S2).

These results show that GM-CSF and IFNy counteract the
ability of IL-34 to generate immunosuppressive M.
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Figure 4. IL-34 induces the generation of immunosuppressive M2 independently of M-CSF. A&B, IL-34-M¢p are immunosuppressive. LPS-
stimulated IL-34-M¢@, M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢ were cultured with CFDA-SE labeled CD4" T cells in MLR experiments (A) or with CFDA-SE labeled
memory CD45RO™ T cells in T cell proliferation assays (B); results are expressed as a percentage of cells depending on the number of cycle division
(mean £ SD, n=4). * p<0.05, compared to GM-CSF-M¢. Right panels, representative histograms of CFDA-SE labeling from one donor. C&D, IL-34
switches monocytes into M2 in an M-CSF-independent manner. Analysis of the expression of CD14 and CD163 (C), and of the production of IL-10 and IL-
12 (quantified after a 24 h stimulation with LPS) (D) by IL-34-Mg, M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢ generated in the absence or presence of a neutralizing
anti-M-CSF mAb, an isotype control mAb, the kinase inhibitor GW2580, or the drug diluent. Results are expressed in MFI values or in ng/ml (mean =
SD, n=4). E, Analysis of cell viability. The viability of monocytes cultured with IL-34, M-CSF or GM-CSF, in the absence of presence of a neutralizing
anti-M-CSF mAb, an isotype control mAb, the kinase inhibitor GW2580, or the drug diluent, was determined at day 3 by annexinV labeling. Results are
expressed as a percentage of living cells (mean = SD, n=4). ¥ means >90% of died cells.

doi:10.1371/journal.pone.0056045.g004
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Figure 5. GM-CSF and IFNy prevent the generation of IL-34-M¢. A-C, GM-CSF and IFNy prevent the differentiation of monocytes into
immunosuppressive IL-34-Mg. IL-34-M@ and GM-CSF-Mg were generated in the absence or presence of GM-CSF or IFNy before phenotype analysis. D-
F, IFNy skews monocyte differentiation from IL-34-Mg into immunostimulatory M. IL-34-Me and GM-CSF-Me were cultured for 3 days in the absence or
presence of GM-CSF or IFNy before phenotype analysis. The expression of CD14 and CD163 (C&F) was analyzed on non-stimulated cells. The
production of IL-10 and IL-12 (A&D) and the expression of CD80 and CD86 (B&E) was analyzed after LPS stimulation. Results are expressed in MFI
values, in pg/ml (IL-12) or ng/ml (IL-10), or as a percentage of inhibition (mean * SD, n=7), (A,B,D&E), * p<0.05, compared to IL-34-Me.
doi:10.1371/journal.pone.0056045.g005
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unexplored. We show here that (i) IL-34 gives rise to immuno-
suppressive M@ with a phenotype similar to the one induced by
M-CSF, (ii) that GM-CSF and IFNYy prevent their generation and,
(iii) that IFNYy skews established IL-34-M¢ into immunostimula-
tory IL-12"8" T1-10'°% M1. Previous studies have reported that
Ml and M2 exhibit different profiles of chemokines and
chemokine receptors [29,30,31]. We observed that IL-34-Me@
and M-CSF-Mg are indistinguishable, based on selected chemo-
kines and chemokine receptors. Interestingly, GM-CSF-Mg
express higher levels of the chemokines CCL1, CCL17, CCL22,
CCL24 and CX3CL1, and of the chemokine receptors CCR2 and
CXCRI, than IL-34-M@ and M-CSF-M@. These molecules may
constitute, in addition to the reliable markers IL-10 and IL.-12, a
molecular signature allowing discriminating M1 and M2.

Although it has been suggested that M-CSF and IL-34 may
differentially modulate the production of some cytokines by
monocytes [13], our results show that the effects of IL-34 and M-
CSF on monocyte differentiation (in term of phenotypes and
functions) are superimposable, a result consistent with data from
others showing that human IL-34 and M-CSF are equivalent in
inducing the proliferation of a mouse macrophage cell line
transfected with the human M-CSF-R [17]. Our results also
support a previous study showing that I1.-34 was as effective as M-
CSF in inducing the survival/proliferation of human monocytes
and the formation of CFU-M [12]. Although our results do not
allow excluding the existence of another receptor for IL-34,
distinct from M-CSF-R, as previously suspected [17,18], we
demonstrate, in agreement with others [12,13], that IL-34 acts on
human monocytes via the M-CSF-R. Moreover, we also report
that IL-34 acts on monocytes independently of endogenous M-
CSF. Reciprocally, although human monocytes express IL-34
mRNA, we failed in detecting IL.-34 secretion by monocytes in
response to M-CSF, suggesting that M-CSF may also act
independently of endogenous IL-34. Finally, in support of our
results showing that IL-34 mimics the activity of M-CSF on the
differentiation of human monocytes, it has been reported by others
that IL-34 can replace M-CSF for osteoclast generation [21,22].

1L-34 and M-CSF mRNA are expressed in different tissues and
differences in their spatiotemporal expression have been reported
[17,18,19,20]. Moreover, no compensatory 1L-34 mRNA expres-
sion has been observed in M-CSF-deficient mice [17]. Both these
observations suggested that I1.-34 and M-CSF have complementary
and independent roles. More precisely, IL-34 mRNA levels are
higher than M-CSF mRNA in skin, salivary glands, and in most
areas of the brain [17,35,36]. Based on our results, it is tempting to
speculate that, in these organs, I1L-34, rather than M-CSF, may
contribute to the generation of immunosuppressive M2, able to tune
inflammation and to promote tissue repair. Interestingly, microglia
and bone marrow-derived M@ are tightly down-regulated to avoid
excessive and detrimental immune responses. Our results suggest
that IL-34, expressed by neurons and meningeal cells [37], may
contribute to the generation and/or to the maintenance of the
phenotype of brain-resident myeloid cells.

We report that IL-34 induces the generation of M@ which a
phenotype and functions similar to the ones of human tumor-
associated macrophages (TAM) [10]. TAM accumulate in various
solid tumors, and, in most of them, their density is correlated with
poor prognostic [4,5,10]. In addition to immunosuppressive
properties, TAM are trophic for tumors and favor angiogenesis,
dissolution of connective tissues and metastasis [4,5,6,10]. In
additional experiments, we have also observed that IL-34-M¢
produce similar levels of TGFp, MMP9, and VEGF than M-CSF-
Mg (personal data). TAM derive from circulating monocytes that
differentiate locally into M2 in response to tumor microenviron-
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mental factors, such as M-CSF and IL-6 [10]. Recently, DeNardo
and coll reported that, in breast cancer, some antitumoral drugs
induce the production of both 1L-34 and M-CSF by mammary
epithelial cells, suggesting that, in some circumstances, therapeutic
strategies may favor tumor immune escape [25]. Based on these
observations, it appears crucial to analyze, in various tumors, the
relative expression of M-CSF and IL-34 by tumoral and tumor-
associated stromal cells, in order to determine whether 11.-34 could
participate to tumor-induced immunosuppression and to deter-
mine the relative roles of IL-34 and M-CSF in different types of
tumors.

While M2 maintain tissue homeostasis and prevent excessive
immune responses, their accumulation in some pathologies, such
as in tumor, is detrimental. Strategies to prevent cell generation
and/or to reverse the immunosuppressive properties of M2 may
increase the efficacy of anti-tumor immunotherapies. Interestingly,
we observed that IFNy (i) switches established IL-34-M¢ into
immunostimulatory M1 and, (i) prevents the generation of IL.-34-
Me. IFNYy is a potent activator of myeloid cells inducing the
generation of immunostimulatory M1 and, as previously observed,
preventing the generation of TAM-like in ovarian cancer [34]. In
addition, GM-CSF was able to prevent IL-34-M¢@ generation.
Recently, by analyzing the transcriptional profiles of GM-CSF-
and M-CSF-induced M@, it has been observed that the expression
of the M-CSF-induced genes was counteracted by the addition of a
low dose (1 ng/ml) of GM-CSF [38]. We also observed that GM-
CSF (used at 1 to 20 ng/ml), prevented the generation of M-CSF-
Mg (personal unpublished data). Supporting these observations,
GM-CSF suppresses, in a murine myeloid cell line, the expression
of the M-CSF-R mRNA [32] through the transcriptional
activation of a ribonuclease degradation system [27]. In contrast,
IFNy does not modulate M-CSF-R mRNA expression by
monocytes [39]. As IL-34 signals via M-CSF-R, this result may
explain why GM-CSF prevents the effect of IL-34 on monocytes
while GM-CSF appears less potent than IFNy in reverting the
immunosuppressive phenotype of 1L.-34-M¢, although we cannot
exclude that this could be achieved after a prolonged time of
exposure.

In conclusion, our results identify I1.-34 as a novel factor
involved in the control of M@ polarization. By acting through the
M-CSF-R, IL-34 switches monocytes into immunosuppressive
Me. IL-34 may thereby play a central role in immune
homeostasis, especially in the brain and skin where IL-34 is
constitutively expressed. Our results also suggest that, in order to
reverse tumor-associated immunosuppression mediated by mye-
loid cells, strategies based on the inhibition of M-CSF-R should be
privileged to prevent the effects of both 1L-34 and M-CSF.

Supporting Information

Text S1 Supporting materials and methods.
(DOC)

Figure S1 Analysis of the ability of cytokines to prevent
the generation of IL-34-M¢. Monocytes were cultured for 5
days with I1.-34, in the absence or presence of I1L-18, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, 1L-10, IL-12, IL-15, IL-17A, IL-17E,
IL-19, 1L-20, 1L-21, IL-22, 1L-23, IL-24, 1L-26, IL-29, OSM,
GM-CSF, IFNY, or TNFo. The expression of CD80 and CD86 (4)
and the production of IL-10 and IL-12 (B) were determined after
48 h stimulation with 200 ng/ml LPS. Results were compared to
those from GM-CSF-M@ and M-CSF-M¢@. Results are expressed
in MFI values or in pg/ml (IL-12) or ng/ml (IL-10). Results are
representative of one of three experiments.

(TIF)
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Figure S2 Dose-dependent analysis of the inhibitory
activity of IFNy and GM-CSF on macrophage polariza-
tion. IL-34-M¢, M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢ were generated
in the absence or presence of 2, 10 or 50 ng/ml GM-CSF or
IFNy. The expression of CDI163 (4) was analyzed on non
stimulated cells; the expression of CD80 (B) and CD86 (C) and the
production of IL-12 and IL-10 (D) were analyzed after 48 h
stimulation with 200 ng/ml LPS. Results are expressed in MFI
values or in pg/ml (IL-12) or ng/ml (IL-10) (mean = SD, n=4).
(T1F)

Figure S3 Dose-dependent analysis of the inhibitory
activity of IFNy and GM-CSF on macrophage reversion.
1L-34-M@, M-CSF-M¢ and GM-CSF-M¢e were cultured for 3
days in the absence or presence of 2, 10 or 50 ng/ml GM-CSF or
IFNYy. The expression of CD80 and CD86 (4) and the production
of IL-12 and IL-10 (B) were analyzed after 48 h stimulation with
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200 ng/ml LPS; results are expressed in MFI values or in pg/ml
(IL-12) or ng/ml (IL-10) (mean = SD, n=4).
(T1F)
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Supporting information

Supporting Materials and Methods

Role of cytokines on the generation of IL-34-Mg. Monocytes were cultured for 5 days with 20
ng/ml GM-CSF (GM-CSF-Mg), 50 ng/ml M-CSF (M-CSF-Mg) or 50 ng/ml IL-34 (IL-34-Mg), in the
absence or presence of 50 ng/ml of the following cytokines: IL-1f, IL-2, OSM (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), IL-4, GM-CSF (CellGenix, Freiburg, Germany), IL-3, IL-7, IL-8, IL-
9, IL-12, IL-15, IL-21, IFNy (Immunotools, Friesoythe, Germany), IL-5, IL-17A, IL-17E, IL-19, IL-
20, 1L-22, 1L-23, IL-24, 1L-26, 1L-29, or TNFa (R&D Systems, Abingdon, United Kingdom). The
expression of CD80 and CD86 (analyzed by flow cytometry) and the production of IL-10 and IL-12
(quantified by ELISA) were analyzed after 2 days activation with 200 ng/ml LPS. Results are
expressed in MFI values, in pg/ml (IL-12) or in ng/ml (IL-10). Results are representative of one out of

three experiments.

Dose-dependent inhibition and reversion of macrophage polarization. Monocytes were cultured
for 5 days with 50 ng/ml M-CSF (M-CSF-M) or 1L-34 (IL-34-Mg) or with 20 ng/ml GM-CSF (GM-
CSF-Mg). In inhibition experiments, 2, 20 or 50 ng/ml GM-CSF or IFNy were added at day 0. The
expression of CD163 was analyzed on non stimulated cells and the expression of CD80 and CD86 and
the production of IL-10 and IL-12 were analyzed after 48 h stimulation with 200 ng/ml LPS. In
reversion experiments, day-5 IL-34-M¢ and M-CSF-Mg were incubated with 2, 20 and 50 ng/ml GM-
CSF or IFNy for 3 days. The expression of CD86 and the production of IL-10 and IL-12 were
analyzed after 48 h stimulation with 200 ng/ml LPS. Results are expressed in MFI values, in pg/ml
(IL-12) or in ng/ml (IL-10) (mean = SD, n=4).
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Les macrophages induits par I'IL-34 et le M-CSF polarisent les lymphocytes T mémoires en
lymphocytes Th17 via I’[L-10 membranaire.

« IL-34- and M-CSF-induced macrophages switch memory T cells into Th17 cells via
membrane IL-10 »

Etienne D. Foucher, Simon Blanchard, Laurence Preisser, Philippe Descamps, Norbert Ifrah, Yves Delneste,
Pascale Jeannin.

European Journal of Immunology, 2015, 45(4): 1092-102.

Contribution équivalente : Etienne D. Foucher et Simon Blanchard.
Introduction

Les Mo ont un role central dans de nombreux processus physiologiques, tels que le contrdle des
infections, la réparation tissulaire, l'inflammation, et 'homéostasie tissulaire. Ces cellules sont caractérisées
par une plasticité et une diversité. Les monocytes et les Mo répondent rapidement aux signaux locaux, en
sécrétant des cytokines, et en acquérant des phénotypes et des fonctions distincts (c.-a-d. anti- ou pro-
inflammatoire, immunostimulant ou immunorégulateur). Ils conditionnent les cellules immunitaires et
modulent la nature et l'intensité des réponses immunitaires en contrélant, notamment, la polarisation des
lymphocytes T. Les Mo peuvent également contribuer a la pathogénie de maladies graves comme la mise en
place de l'immunosuppression dans les tumeurs. Actuellement, il est crucial de caractériser les facteurs
impliqués dans la génération des sous-types de macrophage pour déterminer leurs roles dans des conditions
physiologiques et pathologiques.

Deux états de polarisation de macrophage (appelé M1 et M2), qui représentent les extrémités d'un éventail de
profils de polarisation, ont ét¢ décrits. Les macrophages M1 stimulés avec I'IFNy, seul ou en combinaison avec
des composants microbiens, produisent de I'IL-12 (IL-12) et peu d'IL-10 (IL-10%°"%), 1Is sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires et ont des propriétés antimicrobiennes et anti-tumorales. Au contraire, les
macrophages M2 générés par de I'IL-4 ou de I'IL-13 comme initialement décrits, montrent un phénotype IL-
10%Y/IL-12""%" L’TL-10, les glucocorticoides, les complexes immuns, et les ligands au CD115 induisent
¢galement différents sous-types de macrophages M2 avec des phénotypes distincts des IL-4-Mg. Les
macrophages M2 sont impliqués dans des processus physiologiques (remodelage tissulaire, homéostasie des
cellules immunitaires) et pathologiques (immunosuppression associée aux tumeurs).

Chez I'homme, trois cytokines, le GM-CSF, le M-CSF, et I'[L-34, favorisent la survie des monocytes et la
différenciation en Mg. Les Mo générés en présence de GM-CSF (GM-CSF-Mg) produisent de I'IL-12, de
I'IL-23 et des cytokines pro-inflammatoires, mais peu d'IL-10. Ils présentent des propriétés de co-stimulation
des lymphocytes T, anti-tumorales, et microbicides. Les GM-CSF-Mg sont similaires aux cellules M1 (méme
en I’absence de stimulation par ITFNy). L’IL-34 et le M-CSF, par l'intermédiaire du récepteur CD115,
induisent la différenciation des monocytes humains en macrophages ayant des phénotypes semblables. Ces
macrophages M2 (IL-10%"/IL-12""") ne produisent pas d’IL-23 et expriment peu les molécules du CMH-II,
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CD80, et CD86. Les M-CSF-Mg et les IL-34-Mo possedent de faibles capacités de co-stimulation des
lymphocytes T et diminuent I’activité des lymphocytes T effecteurs.
Dans les tumeurs solides, les TAM sont immunosuppresseurs et sont les cellules les plus abondantes dans le
microenvironnement tumoral. Dans de nombreux cancers, leur nombre est corrélé a un mauvais pronostic. En
plus des propriétés immunorégulatrices, les TAM favorisent 1'angiogenese, la croissance tumorale et les
métastases. Dans des études précédentes, nous avons montré¢ que les M-CSF-Mo et les IL-34-Mo ont les
mémes caractéristiques phénotypiques (c.-a-d. CD14% CD163%* IL-10%" IL-12"" CD86™") et
fonctionnelles (c.-a-d. faible capacité¢ de co-stimulation des lymphocytes T, inhibition des fonctions des
lymphocytes T effecteurs) que les TAM isolés du cancer de I’ovaire.
Les lymphocytes Th CD4" orchestrent la réponse immunitaire. Selon les signaux fournis par les CPA
professionnelles, les lymphocytes T naifs CD4" s’activent et se différencient en sous-types de lymphocytes T
avec des profils cytokiniques et fonctionnels distincts (tels que lymphocytes Th1, Th2, Thl7, et Treg). Les
lymphocytes T mémoires sont des cellules plastiques qui adaptent leur phénotype et leurs fonctions selon
I’environnement. Bien que les macrophages M1 et M2 produisent des cytokines différentes impliquées dans la
polarisation des lymphocytes T, leurs roles dans ce processus en reste mal étudiés.

L’objectif de cette seconde étude a ét¢ d’évaluer la capacité des M-CSF-Mo, IL-34-Mg et TAM isolés
du cancer de I’ovaire 4 moduler la polarisation des lymphocytes T CD4" mémoires humains.

Materiel et Méthodes

- Pour évaluer la capacité des macrophages M2 a moduler la polarisation des lymphocytes T mémoires, nous
réalisons une co-culture de M-CSF-Mo, de IL-34-Mo ou de TAM stimulés au LPS avec des lymphocytes T
CD4" mémoires en présence d'un anti-CD3 mAc. Dans certaines expériences, nous avons purifié des
lymphocytes T mémoires non-Th17 IL-23R™ CD161° CCR6™ (n’exprimant pas RORc et ne produisant pas
d’IL-17 apres stimulation).

- Aprés la co-culture, nous analysons par cytométrie en flux, I’expression des cytokines IFNy, IL-17, IL-10,
IL-4 qui témoignent respectivement d’une polarisation de type Thl, Th17, Trl ou Th2.

Principaux résultats

- Les M-CSF-My, IL-34-Mo et TAM induisent une fréquence importante de lymphocytes T produisant de I'IL-
17

Nous avons analysé la capacité des M-CSF-Mo, IL-34-Mg et TAM a moduler la polarisation des lymphocytes
T humains.

Apres co-culture avec les lymphocytes T mémoires, nous observons que les M-CSF-Mg, IL-34-Mo et TAM
induisent une fréquence et un nombre absolu important de lymphocytes T exprimant de I'[L-17. Cette
fréquence est équivalente a celle obtenue lorsque les lymphocytes T CD4™ mémoires sont activés par un anti-
CD3 mAc + anti-CD28 mAc + IL-1p + IL-23, décrit dans la littérature comme la condition expérimentale pour
obtenir des lymphocytes Th17. Au contraire, les GM-CSF-M¢ générent préférentiellement une réponse de
type Th1. Néanmoins, le taux d’ARNm de I'IL-17 est augmenté¢ par les M-CSF-Mg et les IL-34-Mg, bien qu'a
un niveau plus bas que les lymphocytes Th17 induits avec anti-CD3 mAc + anti-CD28 mAc + IL-1p + IL-23.
Ainsi, les M-CSF-Mo, IL-34-Mo et TAM induisent une fréquence et un nombre absolu important de
lymphocytes T mémoires exprimant de I'[L-17.
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- Les M-CSF-Mg, IL-34-My et TAM polarisent les lymphocytes T mémoires en lymphocytes Thl7

Nous avons évalué si les M-CSF-Mo et IL-34-Mo favorisent la génération de lymphocytes Th17 (i) en
polarisant les lymphocytes T mémoires non-Thl17 en lymphocytes Thl7 et/ou (i) en augmentant la
prolifération des lymphocytes Th17 préexistants.

Les résultats montrent que les M-CSF-Mg et les IL-34-Mo sont aussi efficaces que le stimulus anti-CD2§
mAc plus IL-1p et IL-23 pour polariser les lymphocytes T non-Th17 en lymphocytes Th17.

Ces résultats suggérent que l'augmentation de la fréquence des cellules IL-17" observée dans les lymphocytes
T CD45RO" IL-23R™ CD161" CCR6 ™ résulte d’une polarisation de lymphocytes T en lymphocytes Th17
plutot que d’une prolifération des lymphocytes Th17 préexistants.

- Les lymphocytes Thl7 générés présentent un phénotype conventionnel pro-inflammatoire

De par leurs propriétés immunosuppressives, notre hypothése était que les M-CSF-Mo et IL-34-Mo
favoriseraient la génération de lymphocytes T immunorégulateurs. Nous avons donc évalué si les lymphocytes
Th17 générés exprimaient des marqueurs de lymphocytes Treg.

Les lymphocytes Th17 induits par les M-CSF-Mo et les IL-34-Mgo expriment les marqueurs des lymphocytes
Th17 conventionnels CCR4, CCR6 et CD161 et le facteur de transcription RORc, mais n’expriment pas les
marqueurs associés a une activité immunorégulatrice, tels que CD39, CD73, TGFp, FoxP3 et ne produisent

pas d’IL-10 avant ou apres restimulation.
Donc, les M-CSF-Mo et les IL-34-Mg induisent la polarisation des lymphocytes T mémoires en lymphocytes
Th17 présentant un phénotype conventionnel pro-inflammatoire.

- La polarisation des lymphocytes Thl7 induite par les M-CSF-Mg, IL-34-My et TAM est médiée par I'IL-1a
membranaire.

Nous nous sommes ensuite intéressés au mécanisme de polarisation des lymphocytes T mémoires en Th17 par
les macrophages M2. Nous avons donc analysé 1'expression des médiateurs impliqués dans la polarisation des
lymphocytes Th17 humains que sont I'IL-1, I'IL-23, et I'IL-6.

Comme décrit dans la littérature, les macrophages M2 ne produisent pas ou peu d’IL-1f, d’IL-1a, d’IL-23 et
d’IL-6, contrairement aux macrophages M1 (GM-CSF-Mg). De plus, seuls les macrophages fixés par le
paraformaldéhyde (PFA), ou les molécules de surface sont conservées, induisent une polarisation en
lymphocytes Th17, contrairement aux surnageants. Ceci suggere que la polarisation est induite par
I’expression d’une ou plusieurs molécules membranaires & la surface des macrophages M2 et non par des
molécules solubles.

Une forme membranaire de I'[L-1a a été décrite. Ainsi, les M-CSF-Mo, IL-34-Mo et TAM expriment
constitutivement, au cours de la différenciation, de I’[L-10. membranaire, contrairement aux GM-CSF-M¢ qui

I’expriment peu, soutenant le fait que la fixation a la PFA a considérablement réduit la capacité¢ des GM-CSF-
Mg 2 induire des cellules IL-17". Finalement, un anticorps neutralisant I'IL-10. membranaire réduit fortement
la fréquence de lymphocytes Th17 induite par les macrophages M2, tout comme I'IL-1RA (utilisé comme
controle positif puisqu’il se fixe sur le récepteur a I'IL-1).

En conclusion, les M-CSF-Mg, les IL-34-Mg et les TAM induisent la polarisation de lymphocytes T CD4"
mémoires en lymphocytes Th17 conventionnels via I’expression constitutive de I’IL- 10 membranaire.
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Macrophages orchestrate the immune response via the polarization of CD4* T helper
(Th) cells. Different subsets of macrophages with distinct phenotypes, and sometimes
opposite functions, have been described. M-CSF and IL-34 induce the differentiation of
monocytes into IL-10%8h [L-12!°% immunoregulatory macrophages, which are similar to
tumor-associated macrophages (TAMs) in ovarian cancer. In this study, we evaluated the
capacity of human macrophages induced in the presence of M-CSF (M-CSF macrophages)
or IL-34 (IL-34 macrophages) and ovarian cancer TAMs to modulate the phenotype of
human CD4" T cells. Taken together, our results show that M-CSF-, IL-34 macrophages,
and TAMs switch non-Th17 committed memory CD4* T cells into conventional CCR4+
CCR6% CD161* Th17 cells, expressing or not IFN-gamma. Contrary, the pro-inflammatory
GM-CSF macrophages promote Th1 cells. The polarization of memory T cells into Th17
cells is mediated via membrane IL-1o (mIL-1«), which is constitutively expressed by
M-CSF-, IL-34 macrophages, and TAMs. This study elucidates a new mechanism that
allows macrophages to maintain locally restrained and smoldering inflammation, which
is required in angiogenesis and metastasis.

Keywords: IL-34 - IL-1a - Inflammation - Macrophages - M-CSF - Th17 cells

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the
publisher’s web-site

Introduction
Macrophages have a central role in numerous physiological pro-

cesses, such as control of infection, wound healing, inflammation,
and tissue homeostasis. Tissues-resident macrophages (such as

Dr. Pascale Jeannin
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microglia, Kupffer cells, and osteoclasts) are found in connec-
tive tissues and in every organ in the body [1]. Moreover, upon
danger signals, monocytes are rapidly recruited and differenti-
ate into macrophages [1]. Cells of the monocyte-macrophage
lineage are characterized by remarkable plasticity and diversity

*These authors contributed equally to this work.
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[2, 3]. They rapidly respond to local signals, such as cytokines, by
acquiring distinct phenotypes and functions (i.e. anti- versus pro-
inflammatory, immunostimulatory versus -regulatory) [2]. These
professional antigen-presenting cells (APCs) instruct immune cells
and modulate the nature and intensity of immune responses by
controlling/modulating T-cell polarization. Macrophages may also
contribute to the pathogenesis of severe diseases, such as tumor-
induced immunosuppression [2]. Currently, to characterize the
factors involved in the generation of macrophage subsets is cru-
cial for determining their roles in physiological and pathological
conditions.

Two states of macrophage polarization (called M1 and M2),
which represent extremes of a spectrum of polarization profiles,
have been described [2]. M1 cells stimulated with IFN-gamma,
alone or in combination with microbial moieties, produce high
levels of IL-12 (IL-12M") and low levels of IL-10 (IL-10""). They
produce pro-inflammatory cytokines and have potent antimicro-
bial and tumoricidal properties. At the opposite, M2 cells, initially
described as macrophages exposed to IL-4 or IL-13, exhibit an
IL-10Mgh [L.-12!°% phenotype. IL-10, glucocorticoids, immune com-
plexes, and CD115 ligands also induce different M2-type subsets
with phenotypes distinct to those of IL-4 macrophages. M2 cells
are involved in physiological (tissue remodeling, immune home-
ostasis) and pathological (tumor-associated immunosuppression)
processes.

In human, three cytokines, GM-CSF, M-CSF, and IL-34, pro-
mote monocyte survival and differentiation into macrophages
[4]. Macrophages generated in the presence of GM-CSF
(GM-CSF macrophages) produce IL-12, IL-23, and pro-
inflammatory cytokines, but low levels of IL-10 [5]. They exhibit
T-cell costimulatory, antitumoral, and microbicidal properties [2].
GM-CSF macrophages are usually referred to as M1 cells (even in
the absence of IFN-gamma stimulation). IL-34 and M-CSF, which
signal via the M-CSF receptor (c-fms or CD115), induce the dif-
ferentiation of human monocytes into macrophages with closely
similar phenotypes [6]. These macrophage subsets are IL-10Msh
IL-12!°% cells that do not produce I1.-23 and express low levels of
MHC-II, CD80, and CD86 [6, 7]. M-CSF- and IL-34 macrophages
exhibit low T-cell costimulatory properties and dampen the activ-
ity of effector T cells [6, 7].

In solid tumors, tumor-associated macrophages (TAMs) are
the most abundant immunosuppressive leukocytes in the tumor
microenvironment and, in numerous cancers, their density is cor-
related with a poor prognosis [3]. In addition to immunoregu-
latory properties, TAMs favor angiogenesis and promote tumor-
cell progression and metastasis [3]. In previous studies, we have
shown that IL-34- and M-CSF macrophages exhibit most of the
phenotypic (i.e. CD14"¢" CD163MeL-10Meh [1.-12!°" CD86W)
and functional characteristics (i.e. low T-cell costimulatory prop-
erties, inhibition of activated effector T-cell functions) of TAMs
isolated from human ovarian cancer [6, 7].

CD4" T helper (Th) cells orchestrate immune responses. Upon
signals provided by professional APCs, inexperienced naive CD4™
T cells become activated and differentiate into various Th-cell sub-
sets with distinct cytokine profiles and functions (such as Th1, Th2,

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Th17, and regulatory T (Treg) cells). A fraction of these antigen-
experienced T cells constitute memory cells. There is increasing
evidence that memory CD4" T cells retain unexpected flexibil-
ity and plasticity and can adapt their phenotypes and functions,
depending on the signals received [8]. In inflammatory lesions,
this interaction between infiltrating memory T cells with resident
and newly recruited macrophages participates to this process [3].
As an example, murine macrophages from the red pulp and from
the gut lamina propria favor the generation of Foxp3™ Treg cells
[9, 10]. Although human M1 and M2 subsets differentially pro-
duce cytokines involved in T-cell polarization [5, 11], their role in
this process remains poorly studied. In this study, we analyzed the
ability of the immunoregulatory M-CSF- and IL-34 macrophages
and of ovarian TAMs to modulate the cytokine profiles of human
CD4* T cells.

Results

M-CSF- and IL-34 macrophages convert human
memory CD4* T cells into IL-17-producing T cells

We analyzed whether M-CSF- and IL-34 macrophages may mod-
ulate the pattern of cytokines expressed by human T cells. Day 7
LPS-stimulated M-CSF- or IL-34 macrophages were cultured with
highly pure memory CD4* T cells, in the presence of an anti-CD3
mADb, and in the absence of IL-2 (in order to avoid their conversion
into Treg cells [12]). The intracellular expression of IFN-gamma,
IL-4, IL-17, IL-10, and FoxP3, reflecting Th1-, Th2-, Th17-, Tr1-cell
phenotypes and Treg-cell expansion, respectively, was analyzed by
FACS.
Unexpectedly,

with M-CSF- and IL-34

macrophages, a large increase in the frequency (Fig. 1A and B)

upon contact
and absolute number (Fig. 1C) of IL-17-producing T cells was
observed in the memory CD4" T-cell population. IL-34- and M-CSF
macrophages were as efficient as anti-CD28 mAb plus IL-18 and
IL-23, a potent human Th17 inducing stimulus [13], in upreg-
ulating IL-17-producing T-cell frequency (Fig. 1B). The tran-
script encoding IL-17A was expressed by the M-CSF- and IL-34
macrophage induced Th17 cells, although at a lower level than
Th17 cells induced with anti-CD28 mAb plus IL-1f and IL-23
(Fig. 2A and data not shown). Interestingly, M-CSF- and IL-34
macrophages failed to polarize naive CD4" CD45RA™ T cells into
Th17 cells (Supporting Information Fig. 1A and data not shown).

M-CSF- and IL-34 macrophages are usually considered as
immunoregulatory cells [2, 6] while, in contrast, GM-CSF
macrophages exhibit a pro-inflammatory phenotype [2]. Results
showed that GM-CSF macrophages also promoted Thl7 cells
(increase of cell frequency and absolute number), although in a
lower extent than M-CSF- and IL-34 macrophages (Fig. 1A-C).
GM-CSF macrophages also failed to polarize naive CD4%
CD45RA'T T cells into Thl7 cells (Supporting Information
Fig. 1A).

Currently, in addition to conventional CCR4"™ CCR6" CD161*
human Th17 cells, immunoregulatory Th17 cells (which may
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Figure 1. M-CSF-, IL-34-macrophages, and TAMs promote IL-17-producing T cells. (A-G) GM-CSF-, M-CSF-, IL-34 macrophages, and TAMs were
stimulated with LPS after 7 days culture (unless otherwise stated in D and E). The intracellular expression of IL-17 and IFN-gamma was analyzed
by flow cytometry in memory CD4" T cells. (A) Contour plots from one experiment representative of five independent experiments are shown.
The numbers in the dot plots represent the percentage of CD4"CD45RO™ cells expressing IFN-gamma and/or IL-17A. The (B, D, F) percentages and
the (G, E, G) total numbers of IL-17-producing and IFN-gamma-producing T cells are shown. (H) Left panel; IL-23R~ CCR6~ CD161~ and IL-23R"
CCR6" CD161" memory T cells were sorted by FACS and cultured as described above, before analysis of the percentage of IL-17-producing cells.
The frequency of IL-17-producing T cells was determined at day 7. Right panel; results are expressed as a fold increase of IL-17-producing T-cell
frequency compared with nonstimulated cells. (B-H) Data are shown as mean + SD and are pooled from five independent experiments. *p < 0.005,
Wilcoxon test.
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express membrane TGF-f [14], IL-10 [15], CD39, or CD73
[16]), and IL-17-producing FoxP3 ' Treg cells, have been described
[14, 17]. As we suspected that M-CSF- and IL-34 macrophages
should favor the switch of memory T cells into Treg cells, we ana-
lyzed the expression of some Treg-associated markers by Th17
cells generated in the presence of M-CSF- and IL-34 macrophages.
These Th17 cells expressed CCR4, CCR6, and CD161, but not
TGF-p, CD39, CD73, IL-10, and FoxP3 (Table 1 and Supporting
Information Fig. 2). In contrast, these cells express the mRNA
encoding CCR6 (Fig. 2B) and IL-21 (Fig. 2C), two markers of
conventional Th17 cells [18].

Two subsets of Th17 cells, expressing or not IFN-gamma,
have been described [19]. Both these subsets were induced by
M-CSF- and IL-34 macrophages (Fig. 1A-C) and the ratio between
these two subsets was similar in Th17 cells induced by M-CSF
macrophages, IL-34 macrophages, or by anti-CD28 mAb plus
IL-1B and IL-23 (Fig. 1A-C). Accordingly, these cells express RORc
and T-bet mRNA (Fig. 2D and E).

We also observed that (i) unstimulated M-CSF- and IL-34
macrophages were as efficient as LPS-stimulated macrophages
in upregulating Th17-cell frequency (Fig. 1D), and (ii) that the
absolute number of Th17 cells was higher with LPS-stimulated
than with nonstimulated macrophages (Fig. 1E). Consequently,

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ments. *p < 0.005, Wilcoxon test.

LPS-stimulated macrophages were used in the following experi-
ments, unless otherwise specified.

M-CSF- and IL-34 macrophages (either stimulated
or not with LPS) did not modulate the frequency
and absolute number of IFN-gamma®™ IL-17- Thl cells

(Fig. 1F and G), while, as expected [3, 11], GM-CSF macrophages
promoted Thl cells (Fig. 1F and G). M-CSF- and IL-34
macrophages did not induce IL-4-producing Th2 cells (data
not shown) and did not modulate the frequency of IFN-gamma™
IL-17- IL-10" Trl cells, while they decreased the frequency of
FoxP3"Treg cells (Supporting Information Figs. 2B and 3). As
a positive control [12], IL-10-producing cells were detected in
memory T cells cultured with anti-CD28 mAbD plus IL-2 and IL-10
(Supporting Information Figs. 2B and 3).

Finally, we evaluated whether M-CSF- and IL-34 macrophages
enhanced Th17-cell frequency by polarizing non-Th17-committed
memory T cells into Th17 cells and/or by increasing the prolif-
eration of preexisting Th17 cells. To address this question, we
used pure (Supporting Information Fig. 4A) non-Th17 IL-23R~
CD161~ CCR6~ and Th17-committed IL-23R™ CD161" CCR6™
memory CD4" T cells [13, 20], isolated by FACS sorting. Con-
trary to IL-23R* CD161%" CCR6" Th17 cells, IL-23R~ CD161~
CCR6™ non-Th17 cells (i) express no or low levels of RORc
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Table 1. Analysis of CCR4, CCR6, CD161, IL-10, and FoxP3 expression by IL-17+ memory T cells induced by GM-CSF-, M-CSF macrophages and by
IFN-gamma*-producing memory T cells induced by GM-CSF macrophages?®

IL-17F T cells IL-17+ T cells IFN-gamma™ Conventional Trl Natural
(induced by (induced by T cells Th17 cells Treg
M-CSF GM-CSF (induced by cells
macrophages) macrophages) GM-CSF
macrophages)
CCR4 +++ +++ + +++ nd nd
CCR6 ++ ++ - ++ nd nd
CD161 + + - + nd nd
IL-10* - + - - ++ nd
FoxP3* - - - - nd +

aThe expression of the indicated markers was analyzed by FACS on human memory CD4* CD45RO* T cells induced by 7 days culture with
GM-CSF-, M-CSF macrophages, or TAMs. CCR4, CCR6, CD161, IL-10, and FoxP3 were analyzed on IL-17-producing T cells (*intracellular expression).
Their phenotype was compared to the one exhibited by conventional Th17 cells (induced by culturing memory T cells with anti-CD28 mAb plus
IL-1B and IL-23; [13, 59]), Tr1 cells (induced by culturing memory T cells with anti-CD28 mAb plus IL-2 and IL-10; [12, 15, 47]), and of circulating
natural Treg cells (isolated from healthy subjects). Results are representative of five independent experiments. — indicates MFI less than 40; +
indicates MFI greater than 40 and less than 200; ++ indicates MFI greater than 200 and less than 2000, and +++ indicates MFI greater than 2000.

nd: not done.

(Supporting Information Fig. 4B) and IL-17A mRNA (Supporting
Information Fig. 4C), and (ii) do not produce IL-17A upon stim-
ulation (Supporting Information Fig. 4D). Results showed that
M-CSF- and IL-34 macrophages are as potent as anti-CD28 mAb
plus IL-1f and IL-23 in switching IL-23R~ CD161~ CCR6™ mem-
ory T cells into Th17 cells (Fig. 1H, left panel). The frequency of
IL-17-expressing T cells was also increased in CD45RO™ IL-23R™
CD161" CCR6™ T cells cultured with M-CSF macrophages, but
at a lower extent compared with non-Th17 cells (fold increase
= 2.75 £ 0.9 and 20.1 + 1.0, respectively; mean + SD, n = 5;
Fig. 1H, right panel). Similar results were obtained when T cells
are cultured with anti-CD28 mAb plus IL-1f and IL-23 (fold
increase = 18.7 + 1.4 and 3.69 £+ 0.91 in CD161~ CCR6~ and
CD161% CCR6™ T cell subsets, respectively; Fig. 1H, right panel)
and IL-34 macrophages (data not shown). These results sug-
gest that the increase in the frequency of IL-17-producing cells
observed in CD45RO™" IL-23R~ CD161~ CCR6~ T lymphocytes
cultured with M-CSF- and IL-34 macrophages results from their
polarization into IL-17-producing cells rather than from the pro-
liferation of Th17 cells. Interestingly, Th17 cells generated in the
presence of M-CSF- and IL-34 macrophages did not produce IL-10
after 5-day stimulation with anti-CD3 plus anti-CD28 mAbs (data
not shown). These results show that, unexpectedly, M-CSF- and
IL-34 macrophages switch noncommitted human memory T cells
into conventional Th17 cells.

M-CSF- and IL-34 macrophages, but not GM-CSF
macrophages, constitutively express membrane IL-1a

We analyzed the expression of the human Th17-inducing factors
IL-1, IL-23, and IL-6 by M-CSF- and IL-34 macrophages. As pre-
viously reported [5, 11], IL-18 (Fig. 3A), IL-1a (Fig. 3B), IL-23
(Fig. 3C), and IL-6 (Fig. 3D) remained low or undetectable in the
supernatants of nonstimulated and LPS-stimulated M-CSF- and

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

IL-34 macrophages. In support of this, the supernatants of M-CSF-
and IL-34 macrophages failed to induce Th17 cells (Fig. 3E). In
contrast, and as expected [21], these cytokines were produced by
LPS-stimulated GM-CSF macrophages (Fig. 3A-D) and the super-
natants of GM-CSF macrophages induced IL-17-producing cells
(Fig. 3E).

Interestingly, paraformaldehyde (PFA) fixed M-CSF- and
IL-34 macrophages remained as efficient as nonfixed cells in induc-
ing Th17 cells (Fig. 3E), suggesting that they express membrane-
associated Thl7-inducing factor(s). In contrast to IL-1B,
functional IL-la can be expressed at the cell surface [22].
Flow cytometry showed the constitutive expression of membrane
IL-1o (mIL-1a) on M-CSF- and IL-34 macrophages (Fig. 4A
and B). This expression was not modulated by LPS (Fig. 4A).
IL-34 and M-CSF upregulated, in a time-dependent manner, the
expression of mIL-1a during the differentiation of monocytes into
macrophages, which was maximal at day 6 (Fig. 4C). In contrast,
mIL-la was poorly detectable on GM-CSF macrophages
(Fig. 4A-C), supporting that fixation with PFA greatly reduced
the ability of GM-CSF macrophages to induce Th17 cells (Fig. 3E).
As expected [23], mIL-1a was poorly expressed on freshly isolated
monocytes and was upregulated by LPS (Fig. 4A).

M-CSF- and IL-34 macrophages induce
IL-17-producing T cells through mIL-1«

IL-1 has a central role in the generation of human Th17 cells
[13, 24]. We observed that IL-1RA and a neutralizing anti-IL-1a
mADb prevented the M-CSF- and IL-34 macrophage induced switch
of memory T cells into Th17 cells (Fig. 4D).

Given that (i) M-CSF- and IL-34 macrophages express
membrane-bound IL-18, which is shed into a functional soluble
form upon stimulation (Supporting Information Fig. 5 and [25]),
and (ii) that IL-18 induces murine Th17 cells [26], we had to
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evaluate whether IL-18 may also be involved in the M-CSF- and
IL-34 macrophage induced Th17-cell conversion. A neutralizing
anti-IL-18 mAb did not prevent M-CSF- and IL-34 macrophage
induced Th17 cells (Fig. 4D). In support of this, IL-18, either alone
or in combination with IL-1, did not induce Th17 cells (Support-
ing Information Fig. 1B). It has been suggested that IL-6 may
also favor IL-1b-induced IL-17 production [13, 27]. The ability of
M-CSF- and IL-34 macrophages to induce Th17 cells was unaf-
fected by neutralizing anti-IL-6 and anti-IL-18 mAbs (data not
shown), a result in line with the fact that they produce low levels
of IL-6 and IL-1B. In parallel, IL-1RA, but not a neutralizing anti-
IL-1a mAb, significantly prevented GM-CSF macrophage induced
Th17 cells (Fig. 4D). Together, these results show that mIL-1a is
involved in the switch of memory T cells into Th17 cells induced
by M-CSF- and IL-34 macrophages.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

*p < 0.005, Wilcoxon test.

TAMs from ovarian cancer induce the generation
of IL-17-producing T cells via mIL-1«

We have previously reported that M-CSF- and IL-34 macrophages
exhibit a phenotype similar to the one of TAMs isolated from ovar-
ian cancer ascites [6, 7]. We thus evaluated the ability of TAMs
to convert memory T cells into Th17 cells. Results showed that
TAMs constitutively expressed mIL-1a (Fig. 4A and B), did not
produce detectable levels of IL-1a, IL-1f8, and IL-23, even after
stimulation (Fig. 3A-C), and switched memory T cells into IL-17-
producing T cells (Fig. 1). Culture of memory T cells with
PFA-fixed TAMs (Fig. 3E) or with nonfixed TAMs in the presence
of IL-1RA or a neutralizing anti-IL-1a mAb (Fig. 4D) confirmed
the involvement of mIL-1a in TAMs-induced Th17 cells. Although
LPS-stimulated TAMs produced IL-6 (Fig. 3D), a neutralizing
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Figure 4. The conversion of memory T cells into IL-17-producing T cells induced by M-CSF macrophages and TAMs is dependent on mIL-1a.
(A-C) GM-CSF-, M-CSF-, IL-34 macrophages, and TAMs were stimulated or not with LPS for 24 h. (A) Quantification of mIL-1a was assessed by flow
cytometry. (B) Representative dot plots of one of five independent experiments are shown. (C) mIL-1a expression was analyzed by flow cytometry
during the 6-day differentiation of GM-CSF-, M-CSF- and IL-34 macrophages. (A and C) Results are expressed as MFI values after subtraction of
the MFI values obtained with the isotype control mAb. (D) Memory CD4" T cells were cultured with GM-CSF-, M-CSF macrophages, or TAMs in
the presence of IL-1RA, polyclonal anti-IL-1a Ab, or anti-IL-18 mAb. The frequency of IL-17-producing T cells was determined at day 7. Results are
expressed as a percentage of decrease of IL-17-producing T cell frequency, as described in the Materials and methods. (A, C, D) Data are shown as
mean =+ SD and are pooled from five independent experiments. *p < 0.005, (A) Wilcoxon test or (C) two-way ANOVA.

anti-IL-6 mAb did not prevent the switch into Th17 cells (data
not shown). Moreover, TAMs did not upregulate the percentage
and absolute number of Thl cells (Fig. 1F and G). Finally, these
Th17 cells expressed CCR6, CCR4, and CD161, but not IL-10,
FoxP3, and TGF-B (Supporting Information Fig. 2). These results
show that TAMs from ovarian cancer ascites favor the switch of
memory CD4™ T cells into Th17 cells via mIL-1a.

Discussion

We demonstrate here that M-CSF and IL-34 give rise to human
macrophages that constitutively express mIL-1a in a similar man-
ner than human TAMs isolated from ovarian cancer ascites.
mIL-1a is involved in the acquisition, by noncommitted memory
T cells, of a conventional Th17-cell phenotype. These results evi-
dence an ambivalent role of these macrophages, usually consid-
ered as immunosuppressive, which may contribute to maintain a
smoldering inflammation by promoting locally Th17 cells.
Results showed that the increase in the frequency of IL-17-
producing cells induced by M-CSF- and IL-34 macrophages was
more pronounced in non-Th17 IL-23R~ CD161~ CCR6~ cells than
in IL-23R™ CD161" CCR6" Thl7 cells. Even though we can-
not exclude that the increase of Th17 cells induced by these

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

macrophage subsets may result, in part, from the proliferation
of Th17 cells, our data suggest that Th17 cells induced by
M-CSF- and IL-34 macrophages result preferentially from the
switch of non-Th17 cells into Th17 lymphocytes rather than
from the marginal proliferation of already committed Th17 cells.
This hypothesis is reinforced by the fact that M-CSF- and IL-34
macrophages inhibit the proliferation of memory T cells [6,
28], including human Th17-cell clones (EDF, SB, and PJ, per-
sonal observation). Different subsets of Th17 cells, expressing
or not IL-10, have been described. IL-17-/IFN-gamma double-
positive T cells generated in the presence of M-CSF- and
IL-34 macrophages express the Th17-associated markers RORc,
IL-17A, CCR6, and CCR4, the Th1 lineage marker T-bet, and IL-21
that is involved in IL-17 production [29]. Moreover, these Th17
cells, whose induction is dependent on IL-1a, did not produce
IL-10, even after restimulation. This result is in agreement with the
fact that (i) the generation of IL-17-/IFN-gamma double-positive
producing T cells is dependent on IL-1 [15] and (ii) that IL-1 irre-
versibly inhibits the production of IL-10 by Th17 cells [30]. Col-
lectively, these data suggest that M-CSF- and IL-34 macrophage
induced Th17 cells are similar to conventional Th17 cells [30] and
to tumor-infiltrating Th17 cells in ovarian cancer [31].

mlIL-1a is expressed on several cell types, including myeloid
cells [23, 32-36]. Surprisingly, the macrophage differentiation
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factors M-CSF and IL-34, but not GM-CSF, give rise to human
macrophages that constitutively express mIL-1a (in the absence of
stimulation). The membrane expression of IL-18, another member
of the IL-1 family, is concomitantly observed on M-CSF- and IL-34
macrophages, but not on GM-CSF macrophages [25, 37], suggest-
ing a common regulation of mIL-1a and IL-18 expression. How-
ever, the outcome of the membrane forms of these two cytokines
seems to differ. While stimulation with LPS induces the shed-
ding of membrane IL-18 [25], LPS did not affect mIL-1a expres-
sion nor induced soluble IL-1a production by M-CSF- and IL-34
macrophages.

Through paracrine interactions, membrane IL-1 is involved
in several processes, including inflammation [38] and antitumor
immunity [39]. In this study, we revisit the impact of mIL-1a
expressed by macrophages on T cells and show that it promotes
Th17-cell generation. IL-1 plays a pivotal role in the generation
of human Th17 cells (reviewed in [13, 24]). IL-18 and IL-1a,
which signal via the same receptor, exhibit similar biological activ-
ities and both soluble IL-1a and IL-18 switch nonTh17-committed
human memory T cells into Th17 cells with the same efficacy ([40]
and EDF, SB, and PJ, personal observation). On the contrary, IL-1
does not polarize naive T cells into Th17 cells [18, 20, 41, 42]. We
also failed to detect an effect of immunoregulatory macrophages
on naive T-cell polarization into Th17 cells. Although a role of
IL-18 in murine Th17-cell generation has been reported [26], we
did not observe any effect of IL-18 on human Th17-cell induction.
IL-23, in combination with IL-1B, induces Th17-cell survival and
expansion [43, 44]. Although M-CSF-, IL-34 macrophages, and
ovarian TAMs do not produce detectable levels of IL-23, even after
LPS stimulation, they induced Th17 cells when fixed with PFA,
suggesting that membrane molecules, other than IL-23, may con-
tribute to Th17-cell survival. A recent study reported that a mouse
macrophage subset exhibiting M2 characteristics also induce in
vivo the generation of Th17 cells [45]. In addition to underlining
their role in controlling T-cell phenotype, these results show that
the biology of macrophages is more complicated than previously
thought and that a macrophage subset may exhibit apparently
opposite functions, that is suppression of T-cell mitosis and pro-
motion of pro-inflammatory Th17 cells.

Moreover, given that M-CSF-, IL-34 macrophages, and ovarian
TAMs exhibit immunoregulatory functions, we suspected that they
could induce Treg cells, and not Th17 cells. One study showed an
induction of Treg cells by M2 cells [46]. However, and supporting
the implication of IL-2 and IL-15, which favor Treg-cell generation
and dampen Th17-cell induction [47, 48], the generation of Treg
cells induced by M2 cells was dependent on exogenous IL-2 and
IL-15 [46].

IL-1 exhibits pro-inflammatory and pro-angiogenic properties,
and increases tumor growth and metastasis [39, 49, 50]. The neu-
tralization of IL-1 activity currently appears as a promising strategy
to treat cancer [51, 52]. Blocking IL-1 activity reduces metasta-
sis and angiogenesis in preclinical tumor models [49, 50, 53].
In numerous cancers, the expression of IL-1 is elevated and
patients with IL-1-producing tumors have generally bad prognosis
[39, 50, 54]. In the tumor microenvironment, it is thought that the
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IL-1 activity is mediated by IL-1p secreted by activated cells and
by IL-1a released from dying cells. The constitutive expression of
functional mIL-1a by ovarian cancer TAMs may thus contribute to
the chronic inflammation associated to angiogenesis and metas-
tasis. Based on this observation, neutralizing IL-1R could be more
efficient than neutralizing IL-1p in cancer treatment.

The role and prognostic significance of Th17 cells in human
cancer remain controversial [40, 55-57]. In established ovarian
cancers, Th17 cells may support antitumor immunity [31, 58].
Among APCs present in ovarian tumor microenvironment, TAMs
are the most efficient in inducing Th17 cells [31]. However, to
date, the respective role of IL-1a and IL-1f in TAMs-associated
Th17-cell responses remained unexplored. Given (i) that TAMs
express IL-1f mRNA, (ii) that IL-1a was poorly detectable in ovar-
ian ascites, and (iii) that an anti-IL-1R Ab inhibits TAMs-induced
Th17 cells, it has been suggested that TAMs induce Th17 cells via
IL-1B [31]. Our results evidence that mIL-1a, rather than IL-1B,
has a central role in TAMs-induced Th17 cells. Finally, we also
report that TAMs-induced Th17 cells have a classical phenotype,
similar to Th17 cells isolated from ovarian ascites [31].

In conclusion, this that, although
immunoregulatory macrophages produce low levels of pro-

study demonstrates

inflammatory cytokines, they may locally induce a smoldering
inflammation by favoring the switch of memory CD4" T cells into
Th17 cells in a mIL-1a-dependent manner.

Materials and methods

Ethics statement

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained
from healthy human volunteers (Blood collection center Angers,
France; agreement ANG-2003-2). Ovarian cancer ascites were
obtained with written informed consent, in accordance with the
Angers University Hospital ethics committee requirements (No.
2013/38).

Cell isolation

PBMCs and cells from ascite fluids were isolated with Lym-
phocyte Separation Medium (Eurobio, Courtaboeuf, France).
CD14" monocytes and CD14" TAMs were isolated by pos-
itive magnetic sorting (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). CD4" T cells were sorted by negative depletion
(Miltenyi Biotec) and T-cell subpopulations were then sorted
by flow cytometry (FACS Aria; BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Memory CD45RO" and naive CD45RA*T T cells
were sorted from CD4" T cells using the combination of
PerCP-labeled anti-CD4 (clone VIT4), Allophycocyanin-labeled
anti-CD45RO (clone UCHL1), and Allophycocyanin-Vio770-
labeled anti-CD45RA (clone T6D11) Abs (all from Miltenyi
Biotec). Non-Th17 IL-23R~ CCR6~ CD161~ T cells and IL-23R*
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CCR6™" CD161" Th17 cells [20, 28] were sorted from memory
CD4" T cells using the combination of PE-labeled anti-IL-23R
(R&D Systems, Friesoythe, Germany, clone 218213), PerCP-
Cy5.5-labeled anti-CCR6 (clone 11A9), and Allophycocyanin-
labeled anti-CD161 (clone DX12) Abs (both from BD Biosciences).
Cell sorting strategy is schematized in Supporting Information
Figure 4.

Macrophage subset generation

Monocytes were cultured in RPMI 1640 medium (Lonza, Verviers,
Belgium) supplemented with 10% FCS (PAA Laboratories, Pash-
ing, Austria), and antibiotics (all from Lonza). M-CSF-, IL-34-,
and GM-CSF macrophages were generated by culturing monocytes
(1 x 10° cells/mL) for 6 days with 50 ng/mL M-CSF (ORF Genet-
ics, Kopavogur, Iceland), 50 ng/mL IL-34 (R&D Systems), or
20 ng/mL GM-CSF (CellGenix, Freiburg, Germany), respectively
[6, 7]. In some experiments, day 6 macrophages were fixed with
PBS containing 4% PFA. In other, macrophages were activated
with 200 ng/mL LPS (Escherichia coli serotype O111:B4; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 24 or 48 h.

Coculture experiments

Naive, memory, or IL-23R~ CCR6~ CD161~ memory CD4™ T cells
(1 x 10°) were cultured in X-VIVO-20 medium (Lonza) in
96-well flat-bottomed plates coated with 1 wg/mL anti-CD3 mAb
(clone OKT3; BD Biosciences), without or with 1 x 10* allogenic
M-CSF-, IL-34-, GM-CSF macrophages, or TAMs for 7 days. In
some experiments, 10 pwg/mL anti-IL-1a polyclonal antibody, anti-
IL-18 mAb or anti-IL-18 mAbs, or 1 pg/mL IL-1RA (all from
R&D Systems) were added in the culture. The culture of mem-
ory T cells with 1 g/mL soluble anti-CD28 mAb (BD Biosciences)
supplemented with 50 ng/mL IL-23 (R&D Systems), 50 ng/mL
IL-18 (Miltenyi Biotec), or IL-1a (Peprotech, Princeton, NJ, USA)
(to favor the generation of conventional Th17 cells [13, 59]), or
supplemented with 50 ng/mL IL-2 (Miltenyi Biotec) and IL-10
(Immunotools, Friesoythe, Germany) (to favor the generation of
Trl cells [12, 15, 47]), were used as positive controls of memory
T-cell differentiation. In some experiments, 200 ng/mL LPS was
added in the coculture of macrophages and memory T cells. In
others, T cells were cultured in the presence of cell culture super-
natants from M-CSF-, IL-34-, or GM-CSF macrophages stimulated
for 24 h with 200 ng/mL LPS.

Quantitative RT-PCR analysis

Total RNA extraction and reverse transcription were performed as
described [6]. The expression of the mRNA encoding IL17A, RORc,
T-bet, CCR6, and IL21 was analyzed by quantitative RT-PCR at
day 7 on M-CSF- or GM-CSF macrophage induced T cells and on
conventional Th17 cells and Trl cells. Relative gene expression

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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was calculated using the EA®t method with ACt values calculated
from the sample with the largest Ct (fewest gene copies) and then
normalized against the GAPDH (determined as the most stably
expressed housekeeping gene using the geNorm method).

Cytokine quantification

IL-1B, IL-1a, IL-6 (Diaclone, Dijon, France), and IL-23 (eBio-
science, San Diego, CA, USA) were quantified by ELISA.

Flow cytometry analysis

Monocytes, GM-CSF-, M-CSF-, and IL-34 macrophages were stim-
ulated or not for 24 h with LPS before FACS analysis of mIL-1a
(using FITC anti-IL-la mAb; R&D Systems). The intracellular
expression of IL-17, IFN-gamma, IL-4, IL-10, and FoxP3 was
evaluated by FACS on day 7 T cells, after a 5-h stimulation
with 10 ng/mL PMA plus 1 nM ionomycin, in the presence of
10 ng/mL of brefeldin A (all from Sigma-Aldrich). After fix-
ation with PFA, cells were stained with the following conju-
gated antibodies: PE-Cy7-labeled anti-CCR4 (clone 1G1), PerCP-
Cy5.5-labeled anti-CCR6 (clone 11A9), BV421-labeled anti-CD161
(clone DX12), FITC-labeled anti-IFN-gamma (clone B27) (all from
BD Biosciences), AlexaFluor647-labeled anti-IL-17A Abs (clone
eBio64DEC17, eBiosciences). Data were acquired using a FAC-
SCantoll flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed with
the FlowJo software, version 10.0.6 (Tree Star, Ashland, OR,
USA). Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI)
after subtraction of the value obtained with the isotype con-
trol mAb, in percentage or in absolute number of T-cell sub-
sets. The percentage of decrease of IL-17-producing T-cell fre-
quency was calculated as follows: (percentage of IL-17-producing
T cells with isotype/control — percentage of IL-17-producing
T cells with inhibitor)/percentage of IL-17-producing T cells with
isotype/control.

Statistical analysis

Data were analyzed by the Wilcoxon or two-way ANOVA test, with
p < 0.05 being considered significant.
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Supporting information Figure 2. FACS histograms of IL-17-expressing T cells. (A) CD45SRO" CD45RA”
memory T cells were cultured for 7 days with GM-CSF- or M-CSF-macrophages. The expression of CCR4
and CCR6 was analyzed by FACS on IL-17" T cells or on IFN-g" IL-17 T cells induced by GM-CSF- or M-
CSF-macrophages, and compared to conventional Th17 cells (generated by culturing memory T cells with
anti-CD28 mAb plus IL-1B and IL-23; Wilson N. J et al. Nat Immunol. 2007;8:950-957). Representative
histograms of one of five independent experiments are shown. (B) Intracellular expression of IL-10 and FoxP3
was determined on GM-CSF-macrophage- or M-CSF-macrophage-induced T cells compared to the expression
in Tr1 cells (generated by culturing memory T cells with anti-CD28 mAb plus IL-2 and IL-10; Horwitz et al. J
Leukoc Biol 2003. 74:471) and Treg cells (isolated from healthy subjects); representative histograms of one of

five independent experiments are shown.
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Supporting information Figure 3. M-CSF-macrophages do not induce the generation of regulatory T cells.
After 7 days culture with GM-CSF- or M-CSF-macrophages, the intracellular expression of IL-10 (using PE
anti-IL-10 mAb; clone JES3-907, eBiosciences) (A) and FoxP3 (using PE anti-FoxP3 mAb; clone PCH101,
eBiosciences) (B) was analyzed by flow cytometry in memory CD4" T cells. The expression was compared to
the one of T cells maintained in culture without macrophage (none) and by in vitro generated Trl cells
(generated by culturing memory T cells with anti-CD28 mAb plus IL-2 and IL-10; Horwitz et al. J Leukoc
Biol 2003. 74:471) (A), and to the frequency of natural Treg present in human memory CD4" T cells from
healthy subjects (B). Data are shown as mean + SD, (n=3); *p<0.005, Wilcoxon test.
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Supporting information Figure 4. Schematic representation of the isolation procedure of non Th17 memory
T cells. (A-C) Human CD4" T cells were isolated from PBMC using a CD4 isolation kit (Miltenyi Biotech).
CD45RO" CD45RA” memory T cells and CD4SRO” CD45RA" naive T cells were then isolated from CD4" T
cells by FACS sorting. Non Th17-committed IL-23R™ CD161" CCR6" (Liu et al. J Immunol 2008. 180:7948-
7957; Cosmi et al. J Exp Med 2008. 205:1903-1916) were isolated from CD45RO" CD45RA™ memory T cells
by a two-step FACS sorting (isolation of IL-23R" T cells followed by isolation of CCR6" CD161" T cells). This
strategy allowed isolating pure IL-23R” CCR6” CD161 CD45RO" CD4" T cells (purity routinely >98%) (A).
(B&C) The expression of the mRNA encoding RORc (B) and IL-17A (C) was analyzed by RT-qPCR in IL-
23R" CCR6 CD161" memory T cells and CCR6" CD161" memory T cells. Results are expressed as a level of
mRNA expression normalized to GAPDH (mean £ SEM, n=4); *p<0.005, Wilcoxon test. (D) The expression
of IL-17 by IL-23R" CCR6  CD161 and IL-23R" CCR6" CD161" memory T cells was analyzed by FACS after
a 4 h stimulation with 10 ng/mL PMA plus 1 nM ionomycin. Dot plots are representative of one of 4
independent experiments.
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Supporting information Figure 5. M-CSF- and IL-34-macrophages constitutively express membrane IL-18.
Left panel, monocytes, GM-CSF-, M-CSF- and IL-34-macrophages were stimulated or not with LPS for 24 h
and the expression of membrane IL-18 (using anti-IL-18 mAb; clone 125-2H, MBL, Woburn, MA) was
analyzed by FACS. Results are expressed in MFI values (mean + SD, n=5); *p<0.005, Wilcoxon test. Right
panels, representative histograms of one out of five separate experiments.




Discussion

Nous avons montré¢ que le M-CSF et I'IL-34 induisent la différenciation de monocytes en macrophages
immunorégulateurs qui expriment constitutivement ’'IL-lo. en membrane, de maniére similaire aux TAM
isolés d’ascites de cancer de I’ovaire. L’IL-1a membranaire est impliquée dans I’acquisition d’un phénotype
Th17 par les lymphocytes T mémoires non encore engagés dans une voie de différenciation Th17. Cette
observation démontre un role ambivalent de ces sous-populations de macrophages, habituellement considérés
comme immunosuppresseurs, mais qui pourraient également contribuer & maintenir une inflammation a bas
bruit via la génération de lymphocytes Th17.

1- L’IL-34 et le M-CSF agissent de maniére similaire sur la
différenciation des monocytes en macrophages

L’IL-34 agit via le M-CSF-R et favorise la survie des monocytes humains [197,198]. Différentes observations
suggerent que 1’IL-34 et le M-CSF pourraient avoir des réles non-redondants et complémentaires. En effet, il a
¢té suggéré que le M-CSF et I'IL-34 pourrait moduler différemment la production de cytokines par les
monocytes [197].

A Pinitial de cette étude, le phénotype des cellules myéloides humaines exposées a 1'1L-34 était inconnu.

Nous avons montré que 1'IL-34 induit la différenciation des monocytes en macrophages immunosuppresseurs
avec un phénotype semblable a celui induit par le M-CSF et a celui des TAM isolés du cancer de 1’ovaire. Les
¢tudes précédentes ont indiqué que les M1 et les M2 présentent différents profils d’expression des chimiokines
et des récepteurs aux chimiokines. Nous avons observé que les IL-34-Mo et les M-CSF-Mg sont identiques,
basés sur I’expression de chimiokines et de récepteurs aux chimiokines sélectionnées. De maniére intéressante,
les GM-CSF-Mg expriment plus fortement les chimiokines CCL1, CCL17, CCL22, CCL24 et CX3CLI, et les
récepteurs CCR2 et CXCRI, que les IL-34-Mg et M-CSF-Mg. Ces molécules peuvent constituer, en plus des
marqueurs fiables IL-10 et IL-12, une signature moléculaire pouvant distinguer les M1 des M2.

Nos résultats soutiennent également le fait que 1'IL-34 soit aussi efficace que le M-CSF en induisant la
survie/prolifération des monocytes humains et la formation de CFU-M [198]. Ainsi, avec l'appui de nos
résultats prouvant que I’[L-34 agit de fagon similaire que le M-CSF sur la différenciation des monocytes
humains, d’autres études ont montré que I’[L-34 peut aussi remplacer le M-CSF dans la différenciation en
ostéoclastes [203,204].

Bien que nos résultats n’excluent pas l'existence d'un autre récepteur pour 1'IL-34, distinct du M-CSF-R,
comme précédemment suspecté [202,274], nous démontrons, en accord avec d'autres [197,198], que I’effet de
I’IL-34 sur les monocytes humains est médié par l'intermédiaire du M-CSF-R.

De plus, nous rapportons que I'IL-34 agit sur les monocytes indépendamment du M-CSF endogene.
Réciproquement, bien que les monocytes humains expriment I’ARNm de I’[L-34, nous n’avons pas détecté de
sécrétion d’IL-34 par des monocytes en réponse au M-CSF, suggérant que le M-CSF peut également agir
indépendamment de 1’IL-34 endogene.

En conclusion, I'[L-34 et le M-CSF ont des effets similaires, indépendamment I'un de l’autre, sur la
différenciation des monocytes en macrophages immunosuppresseurs via le CD115.
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a) Perspectives : Etude du phénotype des macrophages humains dans différentes conditions

environnementales rencontrés au sein de la tumeur

D’une part, au regard des études réalisées sur les « immunes checkpoints » sur les lymphocytes et leur
importance dans I'immunothérapie anti-tumorale, il serait intéressant d’analyser la modulation de I’expression
de molécules de co-inhibition et/ou de co-stimulation par les différents sous-types de macrophages ainsi que
par des TAM isolés de tumeurs et leurs roles sur les lymphocytes T.

D’autre part, dans un contexte tumoral, les macrophages sont exposés a différents facteurs du
microenvironnement. 11 serait donc intéressant d’analyser I’effet de facteurs métaboliques, comme 1’hypoxie et
I’acide lactique, sur la production de M-CSF et/ou d’IL-34 par les macrophages ou les lymphocytes T et sur la
différenciation des monocytes en macrophages en présence de M-CSF, d’IL-34 ou de GM-CSF.

2- Analyse de la présence d’IL-34 et/ou de M-CSF dans différents tissus
tumoraux

a) Les IL-34-My et les M-CSF-My sont similaires aux TAM isolés du cancer de ['ovaire
Les TAM s'accumulent dans diverses tumeurs solides, et, dans la plupart d'entre elles, leur densité est corrélée
avec un mauvais pronostic [191,192,213]. En plus des propriétés immunosuppressives, les TAM sont

trophiques pour les tumeurs et favorisent I'angiogenese, la dissolution des tissus conjonctifs et les métastases
[191-193,213].

Nous rapportons que 1'IL-34 induit la génération de macrophages présentant un phénotype et des fonctions
semblables aux TAM du cancer de I'ovaire [213]. Dans des expériences supplémentaires, nous avons
¢galement observé que les IL-34-Mo expriment autant de TGEp, de MMP9, et de VEGF que les M-CSF-Mo.
Les TAM dérivent des monocytes circulants qui se différencient localement en M2 en réponse au
microenvironnement tumoral tels que le M-CSF et I'IL-6 [213].

Récemment, des études ont montré, dans le cancer du sein, que des drogues anti-tumorales induisent la
production d'IL-34 et de M-CSF par les cellules épithéliales mammaires, suggérant que, dans certaines
circonstances, les stratégies thérapeutiques peuvent favoriser I’échappement tumoral [275].

Basé¢ sur nos résultats, nous pouvons spéculer que, dans ces organes, 1'IL-34, plutét que le M-CSF, pourrait
contribuer a la génération de macrophages M2 immunosuppresseurs, capables de contréler I'inflammation et
de favoriser la réparation de tissus ou de participer aux pathologies impliquant les macrophages.

b) Expression différentielle de ['IL-34 et du M-CSF
Les ARNm de I'IL-34 et du M-CSF sont exprimés dans différents tissus et des différences dans leur
expression spatio-temporelle ont été rapportées [195,196,202,274]. Il n’a été observé aucune expression

compensatoire de I’ARNm de I'IL-34 chez les souris déficientes en M-CSF [202]. Ces deux observations
suggerent que 1'IL-34 et le M-CSF ont des roles complémentaires et indépendants. Notamment, les niveaux
d’expression d'ARNm d’IL-34 sont plus élevés que ceux du M-CSF dans la peau, les glandes salivaires, et
dans la plupart des compartiments du cerveau [202,276,277].

¢) Perspectives : analyse de ['expression de I'IL-34 et M-CSF dans différentes tumeurs humaines
Basé sur ces observations, il semble crucial d'analyser, dans diverses tumeurs, I’expression relative du M-CSF
et de I'IL-34 par les cellules tumorales et les cellules du stroma, afin (i) de déterminer si 1’'IL-34 et/ou le M-

CSF participent a l'immunosuppression dans tout type de tumeur et (ii) de préciser les roles relatifs de 1’IL-34

62



et du M-CSF dans les tumeurs qui les expriment. Ce dernier travail est en cours de réalisation, par I’analyse
par immunohistochimie de I’expression de 1'IL-34 et du M-CSF dans de nombreuses tumeurs notamment le
cancer du sein et le mésothéliome afin d’identifier une signature IL-34 et/ou M-CSF en comparaison avec les
tissus sains et par la suite d’analyser les TAM présents dans ces tumeurs.

3- Expression et impact de I’IL-1 dans le cancer

a) Proprietés de I'[L-1 dans le cancer et 'induction de lymphocytes Thl7
D’une part, '[L-1 posséde des propriétés pro-inflammatoires et pro-angiogéniques, accélére la croissance

tumorale et I’apparition de métastases [278]. Dans de nombreux cancers, 1’expression de I'IL-1 est élevée et
les patients ayant des tumeurs productrices d’IL-1 ont un pronostic défavorable [278,279]. La neutralisation de
lactivité de I'[L-1 semble étre actuellement une stratégie prometteuse pour traiter le cancer [280,281].
Bloquer I’activit¢ de I'IL-1 réduit les métastases et 1’angiogénése dans des modeles précliniques de tumeurs
[279,282].

D’autre part, I'IL-1 joue un role pivot dans la génération des cellules Th17 humaines [283,284]. L’IL-1 et
I'IL-1a, qui se fixent sur le méme récepteur, présentent les mémes activités biologiques et les deux polarisent
avec la méme efficacité des lymphocytes humains non-Th17 en lymphocytes Th17 [285,286]. Au contraire,
I'IL-1 ne polarise pas les lymphocytes T naifs en lymphocytes Th17 [287-290].

b) Expression de I’IL-1a membranaire

L’IL-1o. membranaire a été rapportée comme étant exprimée par différents types cellulaires, incluant des
cellules myéloides (monocytes [284] et cellules dendritiques humaines [291], macrophages murins [292]) et
des cellules non-immunitaires (fibroblastes sénescents [293], cellules endothéliales [291]). Son expression est
induite par des signaux de danger tels que le LPS.

De facon surprenante, et contrairement au GM-CSF, les facteurs de différenciation macrophagique M-CSF et
IL-34 générent des macrophages qui expriment a leur membrane I’IL-10. L’expression membranaire de I'IL-

18, un autre membre de la famille de I'IL-1, est observée dans le méme temps sur les M-CSF-Mg et IL-34-
Mo, mais pas sur les GM-CSF-Mo [294,295], suggérant une régulation commune de I’expression
membranaire de I'IL-1a et de I'[L-18. L’insertion de I'[L-la dans la membrane plasmique requiert la
myristoylation de son précurseur, la pro-IL-1a [296]. Un site potentiel de myristoylation sur le précurseur de
I’IL-18 a été suspecté, mais son implication dans I’insertion membranaire reste incertaine [294]. Cependant, le
devenir des formes membranaires de ces deux cytokines semble diverger puisqu’une stimulation au LPS induit
le clivage de I’IL-18 membranaire en une forme soluble fonctionnelle, alors qu’en parallele, le LPS n’affecte
pas I’expression de I'IL-1a membranaire sur les M-CSF-Mo et 1L-34-Mg [295]. Bien qu’un role de I'IL-18
sur la génération de lymphocytes Th17 murins ait été¢ rapporté [297], nous n’avons observé aucun effet de la
forme membranaire ou soluble de I’IL-18 sur la génération de lymphocytes Th17 humains.

c) Roles de I’IL-10. membranaire

Par des interactions paracrines, I'IL-1o. membranaire est aussi impliquée dans plusieurs processus, y compris
l'inflammation [298] et I'immunité anti-tumorale [278].

Dans cette étude, nous revisitons l'impact de I'[L-1o. membranaire exprimée par des macrophages sur la
polarisation des lymphocytes T et prouvons qu'elle favorise la génération de lymphocytes Th17. Les résultats
montrent que les M-CSF-Mg et des IL-34-Mo polarisent les lymphocytes T mémoires en lymphocytes
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produisant de I’IL-17. Bien que nous ne puissions exclure que l'augmentation des lymphocytes Th17 induite
par ces sous-types de macrophage peut résulter, en partie, de la prolifération des lymphocytes Th17, nos
données suggerent que les lymphocytes Th17 induits par les M-CSF-Mo et les IL-34-Mo proviennent
préférentiellement de la polarisation des lymphocytes non-Th17 en lymphocytes Th17 plutdt que de la
prolifération des lymphocytes Th17 préexistants. Cette hypothese est renforcée par le fait que les M-CSF-Mo
et les IL-34-Mo empéchent la prolifération des lymphocytes T mémoires [299,300], y compris des clones
humains Th17 (données personnelles non publiées). De plus, I'[L-23, en combinaison avec I'IL-1p, induit la
survie et I’expansion des lymphocytes Th17 [301]. Bien que les M-CSF-Mo, IL-34-M¢ et TAM du cancer de
I’ovaire ne produisent pas de quantité détectable d’IL-23, et ce méme apres stimulation au LPS, ils induisent la
génération de lymphocytes Th17 quand ils sont fixés au PFA, ce qui suggére que des molécules membranaires
autres que I’IL-23 pourraient contribuer a la survie des lymphocytes Th17.

d) Induction de lymphocytes Thl7 par les TAM via I'IL-10. membranaire

Au niveau du microenvironnement tumoral, la théorie actuelle veut que ’activité de I’IL-1 soit fonction de
I'IL-1B sécrétée par les cellules activées, soit par I'IL-1a libérée par les cellules mourantes. En effet, parmi les
CPA présentes dans le microenvironnement du cancer ovarien, les TAM sont les plus efficaces pour induire
les lymphocytes Th17 [49]. Jusqu'a présent, le role respectif de I'IL-1a et de I'IL-1f dans I’induction de
lymphocytes Th17 par les TAM était encore mal connu. Des études ont suggéré que, étant donné que (i) les
TAM expriment I’ARNm de I'[L-1p, (ii) que I'[L-1a est peu exprimée dans l'ascite du cancer de 1’ovaire, et
(ii1) qu'un anticorps anti-IL-1R empéche la génération de lymphocytes Th17 induite par les TAM, les TAM
induisent la génération de lymphocytes Th17 par l'intermédiaire de I'IL-1p [49].

Cependant, nos résultats démontrent que I’[L-1o. membranaire, plutdt que I'IL-1p, a un réle central dans la
génération des lymphocytes Th17 induits par les TAM. Nous rapportons également que les cellules Th17
induites par les TAM ont un phénotype classique et semblable aux lymphocytes Th17 isolés dans l'ascite
ovarien.

e) Perspectives : Neutralisation de I'IL-1.

Ainsi, les TAM, habituellement considérés comme immunosuppresseurs, peuvent contribuer & maintenir une
inflammation & bas bruit en favorisant localement les lymphocytes Thl7 qui potentialise
I"'immunosuppression. D’une part, ’expression constitutive et fonctionnelle de I'IL-1oc membranaire par les
TAM du cancer de ’ovaire pourrait donc contribuer a I’inflammation chronique associée a 1’angiogénése et
aux métastases. D’autre part, elle participe & I’'immunosuppression en recrutant des cellules immunitaires par
I'intermédiaire de la génération de lymphocytes Th17 puis les cellules recrutées seront inhibées (anergie) ou
polarisées en cellules immunosuppressives via les facteurs du microenvironnement (IL-10).

Fort de ces observations, la neutralisation du récepteur a I'[L-1 pourrait étre plus efficace que la neutralisation
de 'IL-1B dans le traitement du cancer.

4- Roles controversés des lymphocytes Th17

Le role des lymphocytes Th17 dans le cancer humain demeurent controversés [286,302-304]. Dans le cancer
de I’ovaire, les lymphocytes Th17 peuvent soutenir l'immunité anti-tumorale [49,107]. Par ailleurs, il a été
décrit un role pro-tumoral des lymphocytes Th17 dans certaines tumeurs. Différents sous-types de
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lymphocytes Th17, qui produisent de I'IL-10 ou qui expriment & leur surface du TGFp, ont été décrits
[116,305].

a) Phénotype conventionnel des lymphocytes Thl7 générés par les M-CSF-My et les IL-34-My

Nos résultats montrent que les lymphocytes T IL-17"/IFNy" induits par les M-CSF-Mg et les IL-34-Mg
expriment les marqueurs de lymphocytes Th17 conventionnels tels que RORc, CCR6, et CCR4, le marqueur
des lymphocytes Th1 T-bet, et I'IL-21 qui est impliquée dans la production d’IL-17. Les lymphocytes induits
n’expriment pas les marqueurs de lymphocytes T immunosuppresseurs (CD39, CD73, TGFP, CTLA-4,
FoxP3) [306]. D'ailleurs, ces lymphocytes Th17, dont I'induction dépend de I'IL-10, ne produisent pas d’IL-
10, méme apres restimulation. Ce résultat est en accord avec le fait que (i) la génération des lymphocytes T IL-
17"/TFNy" est dépendante de I"TL-1 [305] et (ii) que I"IL-1 empéche de fagon irréversible la production d'TL-10
par les lymphocytes Th17 [307].

Collectivement, ces données suggerent que les lymphocytes Th17 induits par les M-CSF-Mo et les IL-34-Mo
sont semblables aux lymphocytes Th17 conventionnels [307] et aux lymphocytes Thl7 infiltrant la tumeur
dans le cancer de I’ovaire [49)].

Néanmoins, il serait nécessaire de réaliser une analyse fonctionnelle des lymphocytes Th17 générés par les M-
CSF-Mo et les IL-34-Mo et des lymphocytes Th17 infiltrant la tumeur ou dans les ascites ovariens afin de
définir leur role pro- ou anti- tumoral notamment I’effet sur I’activité cytotoxique des lymphocytes T CDS'.

b) Limites de [’étude

Etant donné¢ que les M-CSF-Mg, IL-34-Mo et TAM du cancer de I’ovaire présentent des fonctions
immunorégulatrices, une hypothése séduisante était qu’ils favoriseraient la génération de lymphocytes Treg.
Ainsi, une étude a montré une induction de lymphocytes Treg par des macrophages de type M2 [308].
Corroborant I'implication de I'IL-2 et de I'[L-15, qui favorisent la génération des lymphocytes Treg et
atténuent 1’induction de lymphocytes Th17 [309], cette étude montre que les macrophages M2 induisent la
génération de lymphocytes Treg fortement immunosuppresseurs, seulement en présence d’IL-2 et d’IL-15

exogene [308,310]. Ces différents résultats montrent les limites apportées par le modele et le protocole utilisés.
Dans notre cas, de par le role de I'IL-2 sur la génération des lymphocytes Treg [81,309], nous ne voulions pas
ajouter de facteurs favorisant une population de lymphocyte T, afin d’identifier le role propre des TAM dans la
polarisation des lymphocytes T.

¢) Perspectives : Etude du devenir des lymphocytes Thl7 induits dans un modéle favorisant la génération des

lymphocytes Treg
De par la plasticit¢ des lymphocytes T et le lien entre les lymphocytes Th17 et Treg, il serait donc intéressant
d’¢évaluer la polarisation des lymphocytes T mémoires par les M-CSF-Mg, IL-34-Mg et les TAM soit (i) en

présence d’IL-2 ou d’IL-15, soit (ii) en utilisant des « transwell » afin de voir I’effet des cytokines sécrétées
par les TAM (IL-10). Il serait également intéressant d’analyser la polarisation des lymphocytes T mémoires au
cours du temps avec, par exemple, une génération de lymphocytes Th17 dans un premier temps puis une
polarisation des lymphocytes Th17 en lymphocytes Treg plus tardivement. Cette derni¢re hypothése pourrait
expliquer le lien entre les lymphocytes Th17 et Treg décrits dans la littérature.
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5- Immunothérapie anti-tumorale envisagée

a) Le GM-CSF et I'IFNy inhibent les macrophages M2

Alors que les macrophages M2 maintiennent I'homéostasie tissulaire et empéchent des réponses immunitaires
excessives, leur accumulation dans certaines pathologies, comme dans les tumeurs, porte préjudice. Les
stratégies pour empécher leur génération et/ou induire la réversion des propriétés immunosuppressives des
macrophages M2, peuvent augmenter I'efficacité des immunothérapies anti-tumorales.

Nous avons observé que (i) I'TFNy induit la réversion des IL-34-Me en M1 immunostimulants et (ii) que le
GM-CSF et I'TFNy empéchent la génération des IL-34-Mg.

En analysant les profils transcriptionnels des GM-CSF-Mo et des M-CSF-Mg, nous observons que
l'expression des génes induits par le M-CSF est contrecarrée par 1'addition d'une faible dose (1 ng/ml) de GM-
CSF [311].

Soutenant ces observations, le GM-CSF supprime, dans des lignées cellulaires myéloides murines, I'expression
de ’ARNm du M-CSF-R [312] par l'activation transcriptionelle d'un systéme de dégradation de ribonucléase
[313].

L’IFNy est un activateur efficace des cellules myéloides induisant la génération de macrophages M1
immunostimulants et, comme précédemment observé, empéchant la génération des TAM dans le cancer
ovarien [271]. En revanche, I'IFNy ne module pas l'expression de ’ARNm du M-CSF-R par les monocytes
[314].

Comme I'IL-34 et le M-CSF agissent via le M-CSF-R, ce résultat peut expliquer pourquoi le GM-CSF
empéche l'effet de I'IL-34 et du M-CSF sur les monocytes tandis que le GM-CSF semble moins efficace que
I'IFNy pour induire la réversion du phénotype immunosuppresseur des IL-34-Mg, bien que nous ne pouvons
pas exclure que ceci pourrait étre réalisé apres un temps d'exposition prolongg.

b) Perspectives : Immunothérapie ciblant les TAM dans un modéle tumoral
De nombreuses stratégies visant les TAM sont a I’étude. Selon nos résultats, I'IFNy serait une bonne approche.

Néanmoins, aujourd’hui, 'TFNy n’est plus utilisé, du fait de sa toxicité.

Une stratégie intéressante serait de combiner plusieurs approches :

- (1) inhiber les macrophages M2

- (i1) différencier les monocytes en macrophages M1

- (ii1) améliorer |’efficacité des propriétés anti-tumorales des macrophages M1

Pour cela, il serait intéressant (i) d’inhiber la différenciation en macrophages M2 immunosuppresseurs en
utilisant un Ac neutralisant le CD115 (récepteur du M-CSF et de I'IL-34) ; (ii) de différencier les monocytes
recrutés au niveau de la tumeur en macrophages immunostimulants anti-tumoraux par le GM-CSF ou par un
Ac agoniste du CD40 (sécrétion d’IL-12 et présentation antigénique entrainant une réponse lymphocytaire
anti-tumorale) ; et (iii) de neutraliser le CD47 présent sur les cellules tumorales afin d’augmenter 1’activité
phagocytaire des macrophages.
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Figure 16. Représentation schématique des principaux résultats obtenus, montrant le rdle des macrophages
immunorégulateurs dans un contexte tumoral.

En conclusion, I’'IL-34 et le M-CSF induisent la génération de macrophages immunorégulateurs via le CD115
qui peuvent, via la sécrétion d’IL-10, induire un environnement immunosuppresseur, et également, via
’expression constitutive de I'IL-lo. membranaire, induire la génération de lymphocytes Thl7. Dans un
contexte tumoral, ce processus pourrait contribuer & maintenir, localement, une inflammation modérée
nécessaire pour les phénomenes d’angiogenese, de métastases dans les tumeurs. Ceci pourrait également
favoriser la mise en place de I'immunosuppression par le recrutement de cellules immunitaires qui, au contact
du microenvironnement tumoral, deviendront anergiques ou seront polarisées en cellules immunosuppressives.
Le GM-CSF et I'IFNy inhibent la génération et/ou induisent la réversion de ces macrophages en macrophages
immunostimulants et semblent donc des cibles de choix pour obtenir un environnement pro-inflammatoire et
anti-tumoral.
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Génération et fonctions des macrophages immunorégulateurs

Generation and functions of immunoregulatory macrophages

Résumé

Selon les facteurs solubles de [I'environnement
(cytokines), les monocytes peuvent se différencier en
macrophages (Mg) ou en cellules dendritiques. Mes
travaux de thése montrent que I'lL-34, un second ligand
du M-CSF-R (c-fms ou CD115), induit la différenciation
de monocytes humains en macrophages CD14"
CD163" (IL-34-Mg), phénotypiquement et
fonctionnellement similaires aux M-CSF-M¢ et aux
macrophages associés aux tumeurs (TAM) isolés du
cancer de [lovaire. lls possédent des propriétés
immunosuppressives et diminuent la prolifération des
lymphocytes T CD4" activés.

Comme les Mg orchestrent la réponse immunitaire, jai
évalué la capacité des M-CSF-Mo, IL-34-M¢ et des
TAM & polariser les LT CD4" mémoires. Les résultats
montrent qu'ils polarisent des LT non-Th17 mémoires
en LTh17 CCR4® CCR6® CD161" conventionnels
exprimant ou non de I'lFNy. Ce processus est médié par
'expression constitutive de [IlL-la membranaire
exprimées sur ces macrophages.

Dans le but d’identifier des stratégies pour prévenir
'accumulation de ces Mg dans le cancer, jai montré
que (i) I'lFNy et le GM-CSF inhibent la différenciation
des M-CSF-Mg et IL-34-Mg et que (ii) 'lFNy permet la
réversion des M-CSF-Mg et IL-34-Mgp en Mo
immunostimulants.

En conclusion, mes travaux montrent que les M-CSF-
Mo, IL-34-Mg et les TAM, considérés initialement
comme anti-inflammatoires, induisent la génération de
lymphocytes Th17 via une expression constitutive de
llL-1a. Ce processus pourrait contribuer a maintenir,
localement, une inflammation modérée nécessaire au
développement tumoral.

Mots clés
IL-34, Macrophage, TAM, propriétés
immunosuppressives, Th17, IL-1a.

Abstract

According to the soluble factors in the environment
(cytokines), monocytes differentiate into macrophages
(Mg) or dendritic cells. This project demonstrates that
IL-34, a second ligand of the M-CSF receptor (c-fms or
CD115), induces the differentiation of human monocytes
into CD14"" CD163"" Mg (IL-34-Mg), phenotypically
and functionally similar to M-CSF-M¢@ and to tumor-
associated macrophages (TAM) isolated from the
ovarian cancer. They exhibit potent immunosuppressive
properties and decrease the proliferation of stimulated T
cells.

As Mo orchestrate the immune response, | have
evaluated the capacity of M-CSF-Me, IL-34-M¢ and
TAM to polarize human memory CD4" T cells.
Unexpectedly, results showed that they switch non-
Th17 memory CD4" T cells into conventional CCR4"
CCR6" CD161" Th17 cells, expressing or not IFNy. This
process is mediated by the constitutive expression of
membrane IL-1a on these Mg subsets.

In an attempt to identify strategies to prevent an
accumulation of immunomodulatory Mg in cancer, |
have shown that (i) IFNy and GM-CSF prevent M-CSF-
and IL-34-induced monocyte differentiation into
immunosuppressive M@ and (i) that IFNy switches
established M-CSF-Moe and IL-34-Mo into
immunostimulatory M¢.

In conclusion, this study demonstrates that human M-
CSF-Me, IL-34-M¢@ and TAM initially considered as anti-
inflammatory cells, induce in vitro Th17 cell generation
via a constitutive expression of membrane IL-1a. This
process may contribute to maintain locally a restrained
and smoldering inflammation required for angiogenesis
and metastasis in tumors.

Key Words
IL-34, Macrophage, TAM, immunosuppressive
properties, Th17, IL-1a.



