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ROS : espèce réactive de l’oxygène 

RPA : protéine de réplication A 

RT : radiothérapie 

 

S 

S616 : phosphorylation de la sérine 616 

S637 : phosphorylation de la sérine 637 

SARS-CoV-2 : coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévère 

SASP : phénotype sécrétoire associé à la sénescence 

SBRT : radiothérapie corporelle stéréotaxique 

SOCS : suppresseurs de la signalisation des cytokines 

SPM : système de phagocytes mononuclés 

STAT : signal transducers and activators of transcription 

STING : stimulateur des gènes de l’interféron 

 

T 

TAMs : macrophages associés aux tumeurs 

TANs : neutrophiles associés aux tumeurs 

TBK1 : TANK-binding kinase 1 

TGF-β : facteur de croissance transformant beta 

Th1 : lymphocytes T helper de type 1 

Th2 : lymphocytes T helper de type 2 

TEL : transfert d’énergie linéaire 

TLR : récepteur de type Toll 

TME : microenvironnement tumoral 

TNF-α : tumor necrosis factor alpha 

TP : thymidine phosphorylase 

Treg : lymphocytes T régulateurs 
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U 

UDP : uridine diphosphate 

UTP :  uridine triphosphate  

 

V 

VDAC2 : canal anionique voltage-dépendant 2 

VEGF : croissance de l’endothélium vasculaire 

 

W 

WNT7B : membre de la famille Wnt 7B 
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INTRODUCTION 

 

1. LES MACROPHAGES  
 

1.1. Origine et développement des macrophages 

 

Les macrophages sont des cellules immunitaires myéloïdes, observées pour la première fois 

par Elie Metchnikoff. Cette découverte a valu à ce dernier conjointement avec Paul Ehrlich, un 

prix Nobel en 1908 en reconnaissance de leurs apports majeurs sur le fonctionnement de 

l’immunité. Le terme macrophage tient pour « gros mangeurs » en grec, caractérisant ainsi leur 

fonction première : la phagocytose, c’est-à-dire l’ingestion de particules, de micro-organismes. 

Il s’agit en autres d’un mécanisme de défense actif, qui a donné naissance au concept 

d’immunité innée (1). Au-delà de cette capacité première à engloutir les micro-organismes 

étrangers, il a été montré que les macrophages jouent également un rôle d’homéostasie 

tissulaire, notamment dans le développement, la réparation ou encore le remodelage des 

tissus.  

 

1.1.1. Origine des macrophages 

 

Les macrophages se composent de deux classes : les macrophages résidants dans les tissus 

et les macrophages infiltrants. Les premiers, par définition, résident et exécutent des fonctions 

homéostatiques dans leurs tissus respectifs à l’état d’équilibre (e.g. les cellules de Kupffer du 

foie, la microglie, les macrophages pulmonaires…). A l’inverse, les seconds, les macrophages 

infiltrants ne sont retrouvés que dans un contexte inflammatoire/pathologique. S’il est bien 

établi que les monocytes circulants sanguins représentent la source des macrophages 

infiltrants, cela n’est pas le cas pour les macrophages résidents des tissus.  

 

A la fin des années 1960, van Furth et ses collègues définissent le système de phagocytes 

mononuclées (SPM), qui regroupe les promonocytes et leurs précurseurs dans la moelle 

osseuse, les monocytes dans le sang périphérique et les macrophages. Ils établissent le concept 

fondamental suivant : « l’ensemble des macrophages, y compris les macrophages résidents des 

tissus, sont issus des monocytes sanguins et maintenus par ces derniers » (2). Les monocytes 

et les macrophages sont ainsi considérés comme deux types cellulaires apparentés qui 

proviennent d’un continuum de différenciation. 

  

Ces dernières années, de nombreuses publications ont radicalement révisé notre 

compréhension de l’origine des macrophages, notamment par trois découvertes clés. 

Premièrement, les monocytes sanguins circulants ne contribuent pas substantiellement aux 

macrophages résidents des tissus ni dans un état stable, ni dans un état inflammatoire. Des 

études de traçage de lignées (3,4), ainsi que des modèles murins de parabiose (4) ont permis 

de démontrer la contribution minimale des monocytes circulants à la maintenance des 
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macrophages résidents tissulaires. Deuxièmement, les macrophages résidents des tissus 

présents à l’âge adulte dérivent de précurseurs embryonnaires issus du sac vitellin 

embryonnaire ou du foie fœtal, et qui migrent dans les tissus avant la naissance (Figure 1). 

Cela a été montré pour la première fois avec des études in vivo de traçage de lignées, qui ont 

établi que la microglie adulte dérivait de progéniteurs myéloïdes primitifs embryonnaires (5). 

Enfin, la dernière découverte a été celle que les macrophages résidents tissulaires d’origine 

embryonnaire peuvent se maintenir eux-mêmes à l’âge adulte par auto-renouvellement (4). 

 

 

Figure 1 - Origine embryonnaire des macrophages. 

Au début de la gestation, les macrophages sont observés pour la première fois au cours de 

l’hématopoïèse primitive et se développent dans le sac vitellin extra-embryonnaire. Par la suite, 

l’hématopoïèse définitive se met en place au niveau du foie fœtal. Elle résulte de la migration 

de progéniteurs hématopoïétiques provenant du sac vitellin, puis de l’endothélium 

hématogène de la région de l’aorte-gonade-mésonéphros (AGM). Les monocytes sont ainsi 

générés au sein du foie fœtal, libérés dans la circulation sanguine et recrutés dans les tissus 

fœtaux, où ils se différencient en macrophages (6). 

 

Avec ces découvertes, plusieurs modèles pour décrire l’origine des macrophages résidents 

des tissus ont été proposés et sont encore beaucoup discutés (7,8). Il est cependant 

communément admis que l’origine des macrophages résidents varie en fonction de l’âge mais 

également du tissu. Au sein du tissu adulte, certains macrophages peuvent être issus d’une 

origine embryonnaire, alors que d’autres peuvent dériver de monocytes issus de 

l’hématopoïèse. Ainsi, certaines populations de macrophages seraient dépendantes de 

populations dérivées de précurseurs embryonnaires et se maintiendraient par auto-

renouvellement jusqu’à l’âge adulte, notamment dans le cerveau, l’épiderme, le foie et le 

poumon (4,8–10). D’autres populations, au contraire, seraient remplacées par des précurseurs 
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monocytaires adultes au cours du temps, notamment au niveau des intestins, de la peau, du 

cœur et du pancréas (8,11–14) (Figure 2). 

 

 

Figure 2 – Origine des macrophages résidents du stade embryonnaire à l’âge adulte à 

l'état stable.  

Les macrophages résidents des tissus peuvent provenir uniquement des macrophages issus du 

sac vitellin (A, microglie), à la fois des macrophages du sac vitellin et des monocytes du foie 

fœtal (B, cellules de Langerhans) ou principalement des monocytes du foie fœtal (C, 

macrophages alvéolaires ; D, cellules de Kupffer). Pour d’autres tissus, les monocytes issus de 

la moelle osseuse remplacent les précurseurs embryonnaires, selon différentes cinétiques (E, 

cinétique lente pour le cœur et le pancréas ; F, cinétique rapide pour l’intestin et le derme). 

Mac : macrophage ; Mo : monocytes (8). 

 

1.1.2. Développement des macrophages et spécialisation tissulaire 

1.1.2.1. Monocytes 

1.1.2.1.1. Voies de développement des monocytes 

 

Les monocytes sont des cellules mononucléaires dérivées de la moelle osseuse, donnant 

naissance aux macrophages et aux cellules dendritiques (DC). Ils sont issus de précurseurs 

myéloïdes au cours de l’hématopoïèse. Ils représentent respectivement 4% et 10% des cellules 

nuclées dans le sang chez la souris et l’Homme, avec un pool marginal considérable au niveau 

de la rate pouvant être mobilisé sur demande (15,16). 

 

Dans le modèle classique de l’hématopoïèse, sont produits à partir des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH), des progéniteurs lymphoïdes communs (CLP) et des progéniteurs 

E 

F 
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myéloïdes communs (CMP). Les CLP conduisent à la formation des cellules lymphoïdes, tandis 

que les CMP à celle des cellules myéloïdes. Ces derniers sont capables de se différencier en 

progéniteurs de mégacaryocytes/érythrocytes (MEP) d’une part et d’autre part en progéniteurs 

de granulocytes/monocytes (GMP) (17,18). A partir des GMP, se développent les progéniteurs 

des monocytes et des DC (MDP) (19). Il a été montré que les MDP produisent des DC via un 

progéniteur commun de cellules dendritiques (CDP) (20) et des monocytes via un progéniteur 

monocyte commun (cMoP) chez la souris et chez l’Homme (21,22). Il est ainsi proposé que les 

monocytes proviennent de ce modèle hiérarchique décrit : CMP → GMP → MDP → cMoP → 

monocyte (6,17,18)  (Figure 3). 

 

 

Figure 3 - Voie de développement classique des monocytes.  

Le modèle classique du développement monocytaire présente une hiérarchie linéaire. DC : 

dendritic cells ; pDC : plasmacytoid DC ; cDC : classical DC. Créée avec Biorender.com et 

adaptée de (18). 

 

Cependant ce modèle a été récemment remis en question. En effet, il a été proposé, chez la 

souris, que les monocytes émergeraient, non pas d’une seule voie mais de deux voies parallèles, 

divergeant toutes deux du compartiment CMP. Yanaez et al. ont montré que les MDP naissent 

directement des CMP, indépendamment des GMP, en affirmant ainsi qu’à la fois les MDP et les 
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GMP peuvent chacun donner naissance à des monocytes par deux voies distinctes (23). Par la 

suite, les travaux de Liu et al. sont venus soutenir l’idée que les monocytes peuvent être générés 

sans intermédiaire MDP (24). En revanche, ces deux équipes proposent que la voie par laquelle 

les GMP donnent naissance aux monocytes, implique des progéniteurs différents : soit via un 

précurseur de monocyte (MP) (23) ou soit via le cMoP (24). Dans l’ensemble, ces travaux 

démontrent que les monocytes sont probablement générés par deux voies cellulaires 

distinctes, impliquant des populations progénitrices oligopotentes complémentaires, mais 

dont la nature reste encore à étudier (23,24) (Figure 4). 

 

 

Figure 4 - Voie de développement des monocytes revisitée chez la souris.  

Le modèle révisé du développement monocytaire présente une bifurcation majeure au niveau 

des CMP, aboutissant à deux voies parallèles menant aux monocytes. DC : cellules 

dendritiques ; pDC : DC plasmacytoïdes ; cDC : DC classiques ; cMoP : progéniteur monocyte 

commun, MP : précurseur de monocyte. Créée avec Biorender.com. 

 

Ces travaux soulèvent également la question de la nature des monocytes produits par 

chacune de ces voies. De récentes études ont montré un profil phénotypique identique, avec 

cependant un profil transcriptionnel qui semble différer et qui reste à être confirmé par d’autres 

études (23,25). La pertinence de ces monocytes distincts, à l’état physiologique et pathologique 

peut également être discutée. De premiers résultats suggèrent, en effet, que ces voies de 

production de monocytes peuvent être mobilisées différemment, selon le pathogène auquel 
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le système immunitaire est exposé (23). 

 

Enfin, chez l’Homme, Kawamura et al., en plus d’avoir identifié les progéniteurs cMoP 

humains comme une sous-population de GMP, ont également montré que ces GMP ne 

produisent pas de cellules dendritiques (22). Ces travaux ont ainsi été les premiers à remettre 

en question la relation hiérarchique présumée entre les GMP et MDP humains. Récemment, 

des études RNA-Seq à cellules uniques des monocytes sanguins humains sont venues soutenir 

l’idée d’une hétérogénéité analogue au sein des monocytes (25–27). Il reste, cependant, à 

déterminer si des voies de développement parallèles de monocytes similaires à celles 

observées chez la souris existent chez l'Homme.  

 

1.1.2.1.2. Les différents sous-types de monocytes 

 

L’avènement de la cytométrie en flux a eu un impact sans précédent sur l’immunologie et a 

permis de mettre en avant l’hétérogénéité des monocytes chez diverses espèces (28).   

Chez l’Homme, des populations distinctes de monocytes ont ainsi pu être identifiées par 

l’expression différentielle des marqueurs CD14 (récepteur du LPS) et CD16 (aussi appelé 

récepteur Fc gamma III) (29). La combinaison des CD14 et des CD16 sur les cellules HLA-DR+ 

a permis la classification de trois principaux sous-ensembles de monocytes humains : 

- les monocytes CD14+ CD16-, également appelés monocytes dits « classiques ». 

- les monocytes CD14+CD16+, dits intermédiaires. 

- les monocytes CD14intCD16+, dits « non classiques ». 

80 à 90% du pool des monocytes est représenté par les monocytes dits « classiques », tandis 

que les 10 à 20% restants sont partagés entre les monocytes intermédiaires et les monocytes 

dits « non classiques ».  

 

Chez la souris, la caractérisation des populations distinctes de monocytes s’est faite selon 

l’expression du récepteur de chimiokine CX3CR1 (30,31). En parallèle, des travaux ont 

également permis de définir des sous-ensembles de monocytes selon l’expression différentielle 

des gènes Ly6C (32). Cela a conduit à l’identification de deux sous-ensembles distincts de 

monocytes : 

- les monocytes Ly6ChighCX3CR1lowCCR2+CD62L+CD43low, dits « classiques ». 

- les monocytes Ly6ClowCX3CR1highCCR2-CD62-CD43high, dits « non classiques ». 

60% du pool des monocytes est représenté par les monocytes dits « classiques » et 40% par 

les monocytes dits « non classiques ». 

 

La comparaison transcriptionnelle entre les monocytes murins et humains a permis de 

corréler les monocytes Ly6Chigh avec les monocytes CD14+CD16-, dits « classiques », et les 

monocytes Ly6Clow avec les monocytes CD14-CD16+, dits « non classiques ». (33,34) Certaines 

différences dans l’expression de gènes ainsi que dans les marqueurs de surface existent tout 

de même. Pour illustrer ce point, un panel concis de différents marqueurs de surface est ainsi 
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présenté dans la Table 1 (33). 

 

 

Monocytes humains Monocytes murins 

Classiques Intermédiaires 
Non 

classiques 
Classiques 

Non 

classiques 

M
a

rq
u

e
u

rs
 

m
o

n
o

cy
ta

ir
e
s CD11b + + + + + 

CD11c + + + / / 

CD115 + + + + + 

F4/80 / / / + + 

M
a
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u

e
u

rs
 d

e
s 

so
u

s-
e
n

se
m

b
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s 

CD14 ++ ++ + / / 

CD16 - + ++ - + 

Ly6C / / / High Low 

R
é
c
e
p

te
u

rs
 a

u
x
 

ch
im

io
k

in
e
s 

CX3CR1 - + + Low High 

CCR2 + - - + - 

A
u

tr
e
s 

m
a

rq
u

e
u

rs
 d

e
 

su
rf

a
ce

 

 

CD62L + + - + - 

CD64 - - + / / 

MHC II + ++ ++ / / 

CD163 + + - / / 

CD43 / / / Low High 

Table 1 - Expression monocytaire des marqueurs de surface par espèces et sous-

populations.  

MHC II : complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (33). 

 

A l’état stable, il est proposé l’existence d’une séquence de développement entre ces sous-

ensembles de monocytes dans la mesure où les monocytes non classiques semblent dériver 

des monocytes classiques. Des études de traçage de lignées sur la souris ont notamment 

montré que les monocytes Ly6Chigh se différencient en monocytes Ly6Clow au sein de la moelle 

osseuse et dans la circulation sanguine (3). Des résultats similaires ont été obtenus avec les 

monocytes humains circulants (35). 

 

Les monocytes classiques apparaissent ainsi en premier et présentent une demi-vie 

d’environ 1 jour chez l’Homme et d’environ 20h chez la souris (35,3). Ils sont considérés comme 

précurseurs des macrophages et des DC. Ils peuvent être mobilisés dans des conditions stables 

et inflammatoires : l’expression du récepteur CCR2 permet en autre leur recrutement en 
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réponse à la production de CCL2 (36). Leur recrutement peut également être régulé par l’axe 

CX3CR1/CX3CL1 (37). Par ailleurs, il a été suggéré la possibilité qu’une partie des monocytes 

Ly6Chigh, exprimant fortement le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II, soit 

capable de contribuer au transport d’antigènes aux ganglions lymphatiques, sans aboutir à une 

différenciation en macrophage ou cellule dendritique. L’étude de ces « monocytes tissulaires » 

doit être plus approfondie, afin de mieux caractériser leur contribution fonctionnelle (38). 

 

 Les monocytes non classiques présentent quant à eux, une demi-vie beaucoup plus longue 

allant de 4 à 7 jours chez l’Homme et de 2 à 14 jours chez la souris (35,3). Cette longue demi-

vie permet de considérer ce sous-ensemble de monocytes plus comme des cellules terminales 

différenciée que comme de véritables monocytes. De plus en plus de travaux, suggèrent que 

ces cellules Ly6Clow et leurs équivalents humains présentent un rôle dans le maintien de 

l’intégrité endothéliale (39). Ce rôle est dépendant de l’expression par les cellules endothéliales 

du ligand CX3CL1, qui se fixe ainsi sur son récepteur CX3CR1 fortement exprimé sur les 

monocytes non classiques (39). Par ailleurs, ces derniers répondent par l’intermédiaire du 

récepteur de type Toll (TLR) 7 aux signaux de danger locaux et orchestrent la nécrose des 

cellules endothéliales par le recrutement de neutrophiles, suivie par la phagocytose in situ des 

débris cellulaires (40).  

 

1.1.2.1.3. Facteurs nécessaires au développement de la lignée monocytaire 

 

Plusieurs facteurs de transcription maintiennent le développement de la lignée monocytaire. 

La suppression de ces facteurs perturbe la composition des précurseurs monocytaires de la 

moelle osseuse, entraînant une réduction du nombre de monocytes périphériques. Parmi eux, 

le facteur de transcription PU.1 y joue un rôle essentiel : son expression élevé antagonise des 

régulateurs clés d’autres voies de développement, tels que les facteurs de transcription GATA-

1, GATA-2 et C/EBPα, et active des facteurs spécifiques à la lignée myéloïde, tels que le facteur 

de régulation de l’interféron 8 (IRF8), le facteur de type Kruppel 4 (KLF4) (41,42). L’ensemble de 

ces facteurs de transcription régule l’expression du récepteur CD115 (également connu sous le 

nom de macrophage colony stimulating factor receptor (M-CSFR) ou colony stimulating factor 1 

receptor (CSF1R)), indispensable pour que les cellules précurseurs monocytaires répondent au 

M-CSF (macrophage colony stimulating factor, aussi connu sous le nom de colony stimulating 

factor 1 (CSF-1)) et se différencient en monocytes. L’expression des molécules d’adhésion 

(CD11b, CD18, CD14), des récepteurs Fc gamma I (FcγRI), FcγRIIIA, ou encore des récepteurs 

éboueurs de type I et II, nécessaires à la maturation des monocytes, est également régulée par 

ces facteurs de transcription (41,42). Enfin, certains facteurs sont également spécifiquement 

impliqués dans la différenciation des sous-ensembles de monocytes, tel que le facteur de 

transcription NR4A1, essentiel pour la différenciation des monocytes Ly6Chigh en monocytes 

Ly6Clow (41,42). 

 

En plus du M-CSF, d’autres cytokines interviennent pour le développement des monocytes, 
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telles que l’interleukine-1 (IL-1), IL-3, IL-6 aux étapes précoces de l’hématopoïèse, ou encore le 

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, également appelé colony 

stimulating factor 2 (CSF-2)) (18). 

 

1.1.2.2. Macrophages dérivés de la moelle osseuse 

 

Les macrophages dérivés de la moelle osseuse sont issus des monocytes « classiques » 

LyC6high/CD14+CD16-. Ils contribuent aux macrophages infiltrants ainsi qu’à une partie des 

macrophages résidents. Nous nous intéresserons dans ce paragraphe exclusivement aux 

macrophages infiltrants.  

 

Dans un contexte inflammatoire, les monocytes Ly6Chigh/CD14+CD16- sont fortement 

recrutés au niveau du site inflammatoire. Ils se différencient alors soit en macrophages dérivés 

de monocytes ou soit en DC dérivés de monocytes, sous l’induction du M-CSF et/ou du GM-

CSF. L’implication du ligand du récepteur FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3L) pour la 

différenciation des DC est discutée (43). 

 

Les macrophages dérivés des monocytes, une fois sur le site inflammatoire, vont répondre 

aux différents éléments de leur micro-environnement (signaux de stress), qui vont déterminer 

leur contribution à la réponse inflammatoire locale ou au contraire à sa résolution. Selon la 

gravité de l’inflammation, ces macrophages dérivés de monocytes s’ajoutent plus ou moins 

transitoirement au pool de macrophages tissulaires (6). En cas d’inflammation légère, leur 

nombre se réduit avec la dissipation de l’inflammation. Cependant, dans des contextes 

d’inflammation plus poussés, ils peuvent persister et s’auto-entretenir une fois qu’ils se sont 

établis dans le site tissulaire (e.g. athérosclérose (44)).  

 

1.1.2.3. Macrophages résidents tissulaires 

 

Le développement des macrophages résidents des tissus va dépendre de plusieurs facteurs : 

(i) leur origine et (ii) leur microenvironnement tissulaire. 

 

1.1.2.3.1. Selon leur origine 

 

Comme nous l’avons mentionné plus haut, les macrophages résidents des tissus se 

développent selon différentes origines : (i) embryonnaire, issus du sac vitellin ou des 

monocytes du foie fœtal et (ii) adulte, issus des monocytes dérivés de la moelle osseuse. 

 

Les macrophages dérivés du sac vitellin, aussi appelés macrophages primitifs, possèdent un 

schéma de différenciation unique, dans le sens où ils ne passent pas par un stade intermédiaire 

monocytaire. Au contraire des macrophages issus de l’hématopoïèse, le développement des 

macrophages primitifs est indépendant du facteur de transcription MYB, mais dépend du 
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facteur de transcription PU.1 (6,45). 

Les monocytes issus du foie fœtal, sont issus de l’hématopoïèse définitive, dépendante du 

facteur de transcription MYB. Leur infiltration dans la plupart des tissus périphériques 

(exception du système nerveux central), donne naissance à des macrophages résidents (6,45). 

Les monocytes dérivés de la moelle osseuse, sont quant à eux issus de l’hématopoïèse 

définitive à l’âge adulte. Ils dérivent des monocytes circulants Ly6Chigh/CD14+CD16- et sont 

associés à une durée de vie courte ou longue avec une capacité de non-renouvellement, 

contrairement aux macrophages d’origine embryonnaire (45). 

 

Malgré des voies de développement différentes entre les macrophages d’origine 

embryonnaire ou adulte, à l’état stable au sein d’un même tissu, il existe très peu de différences 

de fonctions entre ces macrophages. En effet, il a été montré que les macrophages dérivés des 

monocytes circulants remplaçant les macrophages résidents d’origine embryonnaire (cf. Figure 

2) adoptent un profil d’expression génique similaire à ces derniers (46–48). Par ailleurs, des 

expériences d'irradiation ou de déplétion spécifique (pharmacologique ou génétique) de 

macrophages résidents majoritairement d'origine embryonnaire ont montré que les 

macrophages dérivés de monocytes colonisent les tissus avec des signatures 

transcriptionnelles et épigénétiques similaires à celles des macrophages embryonnaires 

(49,50). Néanmoins, selon le contexte inflammatoire, une différence de fonction selon l’origine 

des macrophages peut apparaître, notamment dans un contexte tumoral (51), d’inflammation 

cardiaque (52) ou hépatique (53). Ainsi, avec l’état actuel des connaissances, il est encore 

difficile d’établir un lien précis entre origine et fonction. Au-delà de l’origine, le contexte 

tissulaire environnant apparaît comme jouant un rôle important dans l’identité des 

macrophages, à l’état stable et inflammatoire. 

 

1.1.2.3.2. Selon leur microenvironnement tissulaire 

 

Les macrophages résidents des tissus ne partagent l’expression que de quelques gènes, la 

majorité de leurs signatures transcriptionnelle et épigénétique étant spécifique au tissu de 

résidence (48,54), démontrant le rôle important du microenvironnement tissulaire dans le 

développement des macrophages. 

 

Pour rappel, il existe plusieurs facteurs de transcription spécifiques à la lignée myéloïde 

(PU.1, IRF8 et KLF-4). Il est également intéressant de noter qu’il existe des facteurs de 

transcription spécifiques pour la différenciation terminale en macrophage, tels que les facteurs 

de transcription MAF et MAFB (55). Enfin, plusieurs facteurs de transcription spécifiques aux 

tissus peuvent également être décrits. Ces derniers sont déclenchés par des signaux spécifiques 

aux tissus, c’est-à-dire des cytokines ou des métabolites produits localement. Un résumé des 

différents facteurs de transcription et cytokines spécifiques au développement des 

macrophages résidents selon leur tissu est présenté dans la Table 2. 
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Sous-ensemble de macrophages Tissus 
Facteurs de 

transcription spécifiques 

Régulation par 

cytokines/métabolites 
Références 

Microglie Cerveau 
SMAD2/3, SALL1, IRF8, 

MEF2C 
IL-34, TGF-β 

(56), (57), (58), 

(59), (48) 

Macrophages alvéolaires Poumon PPARγ, BACH2, C/EBPβ CSF-2 (60), (61) 

Macrophages de la pulpe rouge Rate SPIC CSF-1, hème (62) 

Macrophages de la zone 

marginal et métallophiles 
Rate LXRα CSF-1, stérols (63) 

Cellules de Kupffer Foie LXRα, SPIC CSF-1, TGF-β, Notch (64), (65), (66) 

Macrophages intestinaux Intestin RUNX3 CSF-1 (48) 

Macrophages de la cavité 

péritonéale 
Péritoine GATA6 CSF-1, acide rétinoïque (67) 

Ostéoclastes Os 
MITF, c-Fos, NF-κB, 

NFATc1 
CSF-1, RANKL (68), (69), (70) 

Macrophages de la moelle 

osseuse 

Moelle 

osseuse 
SPIC CSF-1, hème (62) 

Cellules de Langherans Epiderme ID2, RUNX3 IL-34, TGF-β (71), (59) 

Table 2 - Exemples de macrophages résidents et la spécificité de leur développement.  

BACH2 : B lymphoid transcription repressor and CNC homology 2 ; CSF-1 : colony stimulating factor 1 ; CSF-2 : colony stimulating factor 2 ; C/EBPβ : 

CCAAT/enhancer-binding protein beta ; GATA6 : GATA-binding protein 6 ; ID2 : inhibitor of DNA binding 2  ; IL-34 : interleukine 34 ; IRF8 : Interferon regulatory 

factor 8 ; LXR-α : liver X receptor-α ; MEF2C : monocyte enhancer factor 2C ; MITF : microphtalmia associated transcription factor ; NFATC1 : nuclear factor-

activated T cells 1 ; NF-κB : nuclear-factor-kappa B ; PPARγ : Peroxisome proliferator-activated receptor γ ; RANKL : receptor activator of nuclear factor kappa-B 

ligand ; RUNX3 : runt-related transcription factor 3 ; SALL1 : Sal-like protein 1 ; TGF-β : transforming growth factor beta.
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Le développement des macrophages résidents est donc fortement influencé par 

l’environnement tissulaire (cytokines, métabolites et facteurs de transcription), amenant ces 

cellules à adopter des fonctions spécifiques, nécessaires à l’homéostasie de son tissu.  

 

Récemment, Guilliams et al. ont redéfini les populations de macrophages en intégrant 

l’importance des interactions des macrophages avec leur environnement. Ils ont ainsi fait 

émerger le concept de niches de macrophages, en prenant en compte l’origine, la localisation 

tissulaire et les fonctions associées de ces macrophages (72,73). En fonction des besoins du 

tissu, la niche elle-même contrôle le développement local des macrophages, selon 3 

critères (72) : 

- l’accessibilité de la niche (barrière physique),  

- la disponibilité de la niche et les facteurs trophiques présents, 

- la plasticité des précurseurs présents. 

 

Selon les conditions environnantes du tissu, les besoins des niches tissulaires peuvent varier 

et influencer le développement et les fonctions des macrophages. Par exemple, dans un 

modèle de déplétion des cellules de Kupffer, la niche tissulaire sécrète des signaux, permettant 

le recrutement de macrophages dérivés de monocytes mais également la prolifération des 

macrophages résidents restants (65). Autre exemple, dans un contexte tumoral, au sein d’un 

tissu, des signaux spécifiques de la tumeur peuvent moduler les niches tissulaires et ainsi 

conférer des phénotypes différents aux macrophages peuplant ces différentes niches (74).  

 

Pour conclure, le développement des macrophages peut donc se voir comme un modèle 

multidimensionnel, se basant sur les signaux auxquels les macrophages sont exposés dans 

leurs micro-environnements spécifiques (Figure 5). 

 

 

Figure 5 - Modèle multidimensionnel du développement des macrophages.  

L’origine, le microenvironnement tissulaire et les signaux de stress influencent le 

développement des macrophages (75). 
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1.2. Les activités biologiques des macrophages 

 

Les activités biologiques des macrophages sont régies par l’expression d’une large gamme 

de récepteurs de surface, endosomale ou encore cytoplasmique, qui vont médier les 

interactions de ces cellules avec les composants naturels et modifiés de l’hôte ainsi qu’avec 

une série de micro-organismes. La détection de ces signaux est alors suivie de l’activation de 

certaines fonctions spécifiques du macrophage, contribuant aussi bien à l’homéostasie qu’à la 

défense de l’hôte. L’ensemble permet également d’assurer la coordination avec les réponses 

immunitaires adaptatives. 

Dans cette partie, nous nous intéresserons à décrire les principales activités biologiques des 

macrophages. 

 

1.2.1. La migration 

 

La migration cellulaire est un aspect essentiel à de nombreux processus physiologiques dont 

le trafic des cellules immunitaires et notamment celui des macrophages et neutrophiles. En 

effet, ces dernières représentent la première ligne de défense de l’organisme et sont les 

premières à migrer vers le site inflammatoire en réponse à un gradient de stimuli 

chimiotactiques (cytokines, protéines du complément ou encore des particules pathogènes), 

on parle de chimiotactisme ou en réponse à des stimuli mécaniques, on parle de durotaxie 

(76). Dans cette partie, nous allons nous intéresser spécifiquement à la migration cellulaire dans 

un contexte de chimiotactisme. 

 

La migration des macrophages joue un rôle important à la fois dans l’homéostasie tissulaire 

(mobilisation vers les tissus en développement, renouvellement des macrophages résidents) et 

dans un contexte inflammatoire. Leur mobilisation peut être déclenchée par plusieurs signaux 

chimiotactiques différents, tels que les cytokines CCL2 ou CX3CL1 lors de la sortie de la moelle 

osseuse jusqu’à l’extravasion dans les tissus, ou encore dans un contexte inflammatoire, à la 

suite de la sécrétion de cytokines (CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CXCL10, CXCL12, CX3CL1), la 

présence de protéines du complément, de particules issues de pathogènes ou encore de 

signaux issus de cellules nécrotiques (77,78).  

 

Mécaniquement, le processus cellulaire de migration s’explique par la polymérisation du 

réseau d’actine à l’avant de la cellule, entraînant la formation de protubérances membranaires, 

appelées lamellipodes. Par la suite, ces lamellipodes sont attachés à la matrice extracellulaire 

par interaction avec des intégrines, formant ainsi des complexes d’adhésion. Une fois ces 

complexes établis, le réseau d’actine associé aux fibres de myosine génèrent une force 

permettant la translocation du corps cellulaire vers l’avant. En parallèle, le détachement de 

l’attache cellulaire à l’arrière permet d’aboutir à la migration cellulaire (79).  
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1.2.2. La phagocytose 

 

La phagocytose correspond au processus cellulaire de détection et d’ingestion de particules 

de plus de 0,5µm de diamètre. Un groupe spécialisé de cellules appelés phagocytes sont 

capables d’exécuter ce processus, comprenant les macrophages mais également les 

neutrophiles, les cellules dendritiques ainsi que les monocytes (80). La phagocytose peut avoir 

lieu en conditions d’homéostasie, pour l’élimination des cellules sénescentes, des débris 

cellulaires ou des corps apoptotiques, qu’on appelle efferocytose. La phagocytose peut 

également être un processus de défense immunitaire, par la destruction de cellules infectées 

ou de micro-organismes.  

 

Différents récepteurs, présents à la surface des macrophages assurent la reconnaissance de 

ces éléments et initient la phagocytose. D’une part, il y a les récepteurs reconnaissant les 

signaux de danger : les motifs moléculaires associés aux microbes (MAMPs), aux dégâts 

(DAMPs), les facteurs environnementaux. Ce sont les récepteurs de reconnaissance de motifs 

(PRRs), tels que ceux de la famille de récepteurs de lectine de type C tel que le récepteur Dectin-

1, les récepteurs du mannose ou encore les récepteurs éboueurs (MARCO, CD36) (81,82). 

D’autre part, il existe les récepteurs opsoniques, reconnaissant les éléments opsonisés, c’est-à-

dire marqués par des protéines dérivées de l’hôte, telles que des anticorps ou des protéines 

du complément. Parmi ces récepteurs, on retrouve les récepteurs des immunoglobulines 

(récepteur Fcγ) ou encore les récepteurs du complément (83,84). Enfin, les cellules 

apoptotiques sont reconnues par l’expression de molécules de surface propres à leur état, telles 

que la phosphatidylsérine, motif majeur d’induction phagocytaire (85). Un résumé de ces 

récepteurs est présenté en Figure 6. 

 

D’autres récepteurs PRRs peuvent être impliqués, tels que les récepteurs TLR. L’activation 

seule de ces derniers ne permet pas d’induire le processus de phagocytose, cependant leur 

coopération avec les récepteurs phagocytaires permet de rendre la phagocytose plus efficace 

(86). 
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Figure 6 - Exemples de récepteurs à la surface des macrophages initiant la phagocytose 

d'une cellule apoptotique.  

Les cellules apoptotiques présentent à leur surface le motif de phosphatidylsérine, 

reconnu par les récepteurs BAI1 (brain-specific angiogenesis inhibitor 1), TIM4 (T cell 

immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 4), stabilin 2, CD300b. La 

phosphatidylsérine peut également être reconnue par des protéines solubles (GAS6 ou 

MFGE8), elles-mêmes reconnues par des récepteurs tyrosine kinase ou des dimères d’intégrine. 

Les cellules apoptotiques peuvent également être opsonisés et ainsi reconnues par les 

récepteurs du complément (CR1, CR3, CR4) (87). 

 

Une fois les différents éléments reconnus, les récepteurs phagocytaires déclenchent des 

voies de signalisation permettant de moduler le réseau d’actine et de lipides membranaires 

afin d’internaliser les éléments reconnus dans des structures, appelées phagosomes. Il s’en suit 

une maturation de ces phagosomes, qui va se charger en composants microbicides par des 

interactions séquentielles avec des vésicules issues de la voie endocytaire (endosome, 

lysosome). Cela aboutit au développement d’une vésicule destructrice, appelée 

phagolysosome, contenant des peptides anti-microbiens, des enzymes de digestion et des 

composés oxygénés et azotés toxiques (88). 

 

Il est à noter, que certaines cellules échappent à la phagocytose par l’expression de signaux 

« don’t eat me ». C’est le cas du signal CD47, ligand de la protéine régulatrice du signal-α (SIRP-

α), exprimée au niveau des macrophages. La fixation de CD47 sur son récepteur régule 

négativement les réseaux d’actine, empêchant ainsi la formation de phagosome et in fine le 

process de phagocytose (89). 

 

1.2.3. La présentation de l’antigène 

 

Comme exposé, la phagocytose est une fonction de l’immunité innée, permettant 
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l’élimination de débris, cellules apoptotiques ou micro-organismes. Dans certains cas, les 

antigènes peptidiques de ces particules sont conservés afin d’être présentés au système 

immunitaire adaptif et d’activer notamment la réponse des lymphocytes T. Cette présentation 

antigénique s’observe également dans des contextes hors phagocytose : la présence 

d’antigène cytosolique lors d’infection virale ou bactérienne intracellulaire par exemple. Les 

cellules dendritiques sont les cellules immunitaires les plus reconnues pour cette fonction de 

présentation antigénique, mais cette fonction a également été décrite pour les macrophages 

et les lymphocytes B. Ces trois types cellulaires sont appelés cellules présentatrices d’antigène 

(CPA). (90) 

 

Les peptides antigéniques sont capturés, chargés et présentés dans les complexes majeurs 

d’histocompatibilité (CMH) à la surface de ces cellules. Les CPA ainsi chargées des complexes 

CMH-peptides migrent vers les organes lymphoïdes secondaires et présentent les antigènes 

aux lymphocytes T. Les peptides chargées sur les molécules de classe I et II du CMH sont ainsi 

reconnus et entraînent l’activation des cellules T CD8+ et CD4+ respectivement. De plus, la 

présence de signaux de co-stimulation, tels que CD80/CD86 interagissant avec le récepteur 

CD28 lymphocytaire, contribue à renforcer l’activation des cellules T (91). 

 

Les macrophages résidents au niveau de la rate, des ganglions lymphatiques rencontrent 

constamment des antigènes véhiculés par le sang ou la lymphe, ce qui signifie qu’ils sont 

idéalement placés pour capter l’antigène (92,93). Ils peuvent ainsi engendrer soit l’activation 

des lymphocytes T CD8+ (94) ou soit  le transfert de l’antigène aux DC pour une présentation 

croisée aux T CD8+ (95).  

 

1.2.4. La cytotoxicité induite 

 

Les mécanismes par lesquels les phagocytes tuent les micro-organismes, font appel à de 

nombreuses fonctions effectrices cytotoxiques, notamment la sécrétion d’espèces réactives de 

l’oxygène et de l’azote. 

 

1.2.4.1. Les espèces réactives de l’oxygène 

 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) constituent un groupe de molécules dérivées de 

l’oxygène moléculaire, produites à la suite d’un stress oxydatif. Les ROS sont principalement 

produits sous de multiples formes, notamment l’anion superoxyde (O2
•-), le peroxyde 

d’oxygène (H2O2) et le radical hydroxyle (OH•). La production de ces ROS peut être issue de 

plusieurs sources cellulaires, les deux principales sont constituées par les mitochondries, on 

parle de ROS mitochondriaux (mtROS), et également par les enzymes cytoplasmiques NADPH 

oxydases (NOX) génératrices de ROS. 

 

Le rôle des ROS dans la cytotoxicité induite par les macrophages est bien connu. Lors de la 
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phagocytose de micro-organismes, les macrophages peuvent induire l’expression de la NOX2 

au niveau de la membrane plasmique de la cellule ainsi qu’au niveau de la membrane des 

phagosomes. Une signalisation dépendante des voies TLR et de l’interféron gamma (IFN-γ) 

induit le recrutement des sous-unités de NOX2 au niveau de ces membranes (96,97). NOX2 est 

ainsi à l’origine d’une explosion oxydative, par la génération de nombreux ROS, permettant 

l’élimination des organismes internalisés (98). Outre NOX2, les mtROS peuvent également 

jouer un rôle dans l’activité cytotoxique des macrophages. Les mécanismes impliqués dans ce 

rôle des mtROS peuvent impliquer la signalisation des TLRs (99) ou encore l’oxydation des 

acides gras (100), mais restent à être définis plus clairement. Il est à noter, au niveau des 

macrophages, qu’au-delà de leur activité antimicrobienne directe, les ROS peuvent également 

être impliqués dans la régulation de la signalisation immunitaire (101) ainsi que dans 

l’induction de l’activation de l’inflammasome (102).  

 

1.2.4.2. Les espèces réactives de l’azote 

 

Les espèces réactives de l’azote (RNS pour reactive nitrogen species en anglais) sont 

produites à partir du monoxyde d’azote (NO). Ce dernier est métabolisé à partir de L-arginine, 

par l’action des oxydes nitriques synthases (NOS), exprimées soit de manière constitutive et 

calcium-dépendant (NOS1 au niveau neuronal et NOS3 au niveau endothélial) ou soit de 

manière inductible par des signaux cytokiniques (NOS2 ou iNOS au niveau des macrophages). 

Le NO ainsi formé, réagit rapidement et génère des nitrites (NO2
-) et également des 

peroxynitrites (ONOO-) en réaction avec les anions superoxydes (103).  

 

La production de NO est augmentée au niveau des macrophage activés, notamment du fait 

de l’induction de l’expression d’iNOS. La stimulation des TLRs associés à la signalisation des 

cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α (tumor necrosis factor alpha), IL-1β) va entraîner 

l’activation des cascades de signalisation conduisant à la transcription d’iNOS, telles que les 

voies NF-κB (nuclear factor-kappa B) et JAK (janus kinase) - STAT (signal transducers and 

activators of transcription) - IRF1 (facteur régulateur de l’interféron 1) (104–106). Il est alors 

observé la production d’espèces réactives de l’oxygène, en particulier des ONOO-, exerçant 

une forte activité antimicrobienne (103). Par ailleurs, au niveau des macrophages, cette 

production de NO peut entrer en compétition avec la production d’urée/L-ornithine, 

également métabolisés à partir de la L-arginine par les arginases. Ainsi, les niveaux d’expression 

d’iNOS, comparés à ceux des arginases peuvent influencer l’activité des macrophages (107). 

 

La Figure 7 résume les différentes ROS et RNS produites dans les macrophages. 
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Figure 7 - Génération de ROS et RNS au niveau des macrophages.  

Après phagocytose, la NOX2 est activée et génère la production d’anions superoxydes (O2
•-), 

substrat pour la génération d’H2O2, lui-même substrat pour la production d’acide hypochloreux 

(HOCl) par les myélopéroxydases (MPO). L’iNOS génère le NO, qui interagit avec l’O2
•- pour 

former les peroxynitrites (ONOO-). iNOS : oxyde nitrique synthase inductible ; H2O2 : peroxyde 

d’oxygène ; NO : monoxyde d’azote ; NOX2 : NADPH oxydase 2. Créée avec BioRender.com et 

adaptée de (103). 

 

1.2.5. La production de cytokines/chimiokines 

 

La production de cytokines et de chimiokines est étroitement liée à la fonction que le 

macrophage exerce, influencée par son environnement. La sécrétion de ces cytokines et 

chimiokines par les macrophages, peut avoir des rôles distincts allant de la coordination avec 

la réponse immunitaire adaptative jusqu’à la modification du panel de cellules recrutées ainsi 

que leurs fonctions. 

 

1.2.5.1. Cytokines 

 

Les cytokines sont de petites protéines (environ 25kDa), libérées par diverses cellules de 

l’organisme, en réponse à un stimuli activateur et induisant des réponses en se liant à des 

récepteurs spécifiques. 

 

Les principales cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages sont le TNF-α, 

l’IL-1β et l’IL-6.  

Le TNF-α est impliqué dans l’induction de la vasodilatation et la perte de perméabilité 

membranaire. Il est également associé à la sécrétion de molécules d’adhésion et de chimiokines 

(CXCL1 et CXCL5) au niveau endothélial. L’ensemble permet d’augmenter l’infiltration 

immunitaire sur le site inflammatoire (108,109).  



35 

 

Les cytokines de la famille de l’IL-1 sont produits sous forme de pro-protéines inactivées, 

clivées par la suite pour produire les cytokines matures, à l’exception de l’IL-1α, où ses formes 

pro-protéines et matures sont toutes deux actives. L’IL-1β et IL-18 matures sont produites à la 

suite de leur clivage par la caspase-1, en réponse à la signalisation TLR et l’activation de 

l’inflammasome. L’IL-1β, en parallèle du TNF-α, joue un rôle dans l’adhérence des cellules à 

l’endothélium vasculaire (110). Sa sécrétion favorise l’expansion et la différenciation des 

lymphocytes T CD4 (111). L’IL-18 est impliquée dans la production d’IFN-γ ainsi que dans 

l’activation des cellules natural killer (NK) et des lymphocytes T CD4 en cellules Th1 (112). 

L’IL-6 sécrétée permet le recrutement de monocytes sur le site inflammatoire et influence 

l’activation des cellules T, dans la phase aiguë de l’inflammation (113).  

D’autres cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages peuvent être citées, 

telles que l’IL-12 agissant en synergie avec l’IL-18 pour la production d’IFN-γ et l’activation des 

cellules T (114,115) ; l’IL-23, également un inducteur d’IFN-γ et un activateur de cellules T (116).  

 

Les principales cytokines anti-inflammatoires sécrétées par les macrophages sont l’IL-10, le 

TGF-β (transforming growth factor beta). 

L’IL-10 agit principalement en inhibant l’activation des macrophages (induite par IFN-γ ou le 

lipopolysaccharide (LPS)), notamment sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-

α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) (117), son activité microbicide (118) ainsi que sur l’induction 

d’expression d’iNOS et des NADPH oxydases (119,120). La sécrétion d’IL-10 est également 

impliquée dans l’inhibition de la présentation de l’antigène aux cellules T, par son effet 

inhibiteur sur l’expression des molécules CMH de classe II (CMH-II) (121).  

Le TGF-β joue un rôle important dans la régulation de l’inflammation, notamment en cas 

d’inflammation excessive. En coordination avec l’IL-10, il inhibe également les effets 

inflammatoires des cytokines pro-inflammatoires ainsi que l’expression des molécules de 

CMH-II. Il joue un rôle dans le maintien des lymphocytes T régulateurs, ayant un rôle 

immunosuppresseur (122).  

D’autres cytokines anti-inflammatoires sécrétées par les macrophages peuvent être citées, 

telles que l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 (IL1-Ra), inhibiteur spécifique de l’activation 

cellulaire médiée par l’IL-1α et l’IL-1β (123) ; ou encore l’IL-6 qui peut également exercer des 

propriétés anti-inflammatoires, en régulant les niveaux de TNF-α et IL-1 (124). 

 

Enfin, les macrophages peuvent également être à l’origine de la sécrétion d’IFNα-β, 

notamment à la suite d’une infection virale. Ces IFN de type I peuvent également être 

considérés comme des médiateurs importants des réponses anti-inflammatoires (125,126). 

 

1.2.5.2. Chimiokines 

 

Les chimiokines constituent une famille de cytokines chimioattractantes, qui induisent la 

migration des cellules réactives voisines. Leur action est médiée via l’activation des récepteurs 

aux chimiokines, présents à la surface des cellules immunitaires.  
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Brièvement, les macrophages peuvent sécréter différents types de chimiokines, recrutant 

ainsi divers acteurs cellulaires influençant la réponse immunitaire. Par exemple, selon leur profil 

de chimiokines, ils peuvent être à l’origine du recrutement de lymphocytes Th1 ou de 

lymphocytes Th2. Ils peuvent également être à l’origine du recrutement de cellules 

immunitaires favorisant la réponse inflammatoire, telles que les neutrophiles ou les cellules NK, 

ou au contraire recruter des cellules immunitaires régulant négativement cette réponse 

inflammatoire, telles que les lymphocytes T régulateurs (127). 

 

Pour conclure, les macrophages présentent un large éventail de fonctions biologiques, qui 

permettent en autres à ces cellules immunitaires d’aussi bien endosser un rôle de défense pro-

inflammatoire tout comme un rôle de maintien homéostatique anti-inflammatoire. 

 

1.3. L’activation des macrophages 

 

La capacité des macrophages à adopter des fonctions distinctes s’explique par la plasticité 

fonctionnelle de ces cellules, à moduler leur état d’activation selon leur micro-environnement, 

notamment en fonction de la niche tissulaire, des cellules environnantes, des chimiokines et 

cytokines sécrétées. Ces différents états d’activation des macrophages, que l’on peut 

également appelés polarisation des macrophages, ont connu ces dernières années une 

redéfinition de leur nomenclature. Avant de vous introduire celle-ci, il est nécessaire de 

s’intéresser tout d’abord à la nomenclature classique de ces états d’activation, notamment afin 

de mieux comprendre les biais qui ont permis sa remise en question.  

 

1.3.1. Nomenclature classique 

 

Initialement deux grands états d’activation des macrophages ont été décrits, notamment 

selon le schéma de polarisation des lymphocytes T helper (Th1/Th2) (128). Premièrement, les 

macrophages de type M1, également appelés macrophage « d’activation classique », 

participant aux réponses de type Th1. Ils jouent un rôle plutôt pro-inflammatoire et ont des 

propriétés anti-tumorales. Ils peuvent être activés par l’IFN-γ, ou par la signalisation des TLRs. 

Dans ces conditions, une augmentation des facteurs de transcription NF-κB, STAT1 et IRF5 est 

observée et mène à une production élevée de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-12, 

TNF-α), ainsi que la génération de ROS et de RNS, notamment par l’augmentation d’expression 

des NOX et d’iNOS et un niveau élevé d’expression des CMH-II. Ces macrophages sont ainsi 

dotés d’une forte activité cytotoxique, leur permettant d’éliminer pathogènes et cellules 

endommagées (127,129).  

 

Deuxièmement, les macrophages de type M2, également appelés macrophage 

« d’activation alternative ». Ils participent aux réponses de type Th2, notamment à la résolution 

de l’inflammation, la régulation immunitaire, l’angiogenèse et la progression tumorale, jouant 

ainsi un rôle plutôt anti-inflammatoire. Ils peuvent être activés par des signaux variés et ainsi 
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se caractériser par des fonctions différentes, ce qui a permis de définir différentes sous-

populations de macrophages de type M2 (127,129). 

Les macrophages M2a se différencient en réponse à l’IL-4 et l’IL-13, notamment via le facteur 

de transcription STAT6. Les facteurs de transcription IRF4 et PPARγ sont également impliqués. 

Ce type de macrophage est associé dans les processus de réparation tissulaire (127,129). 

Les macrophages M2b, quant à eux, sont générés par l’exposition combinée à des complexes 

immuns et à des agonistes TLR ou l’IL-1β. Ils conservent des niveaux élevés de production de 

cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF-α), avec en parallèle des niveaux élevés d’IL-10 et faibles 

d’IL-12. Ils favorisent la différenciation Th2 et la production d’anticorps humoraux (127,129). 

Les macrophages M2c sont activés par l’IL-10, le TGF-β et les glucocorticoïdes. L’IL-10 se lie à 

son récepteur et entraîne son auto-phosphorylation, ce qui active le facteur de transcription 

STAT3. La liaison de STAT3 à son promoteur inhibe les voies de signalisation des cytokines pro-

inflammatoires. Les macrophages M2c jouent un rôle dans la réparation tissulaire, par la 

sécrétion de composants de la matrice (127,129).  

Les macrophages M2d, définis plus tardivement, sont induits par les agonistes TLR par 

l’intermédiaire du récepteur de l’adénosine. La signalisation induite supprime la production de 

cytokines pro-inflammatoires et induit la sécrétion d’IL-10 ainsi que celle du facteur de 

croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF). Les macrophages M2d se caractérisent ainsi par 

des propriétés pro-angiogéniques (130).  

 

La plasticité fonctionnelle des macrophages leur permet de passer rapidement d’un 

phénotype M1 à M2 ou M2 à M1, selon des signaux spécifiques reçus de leur environnement. 

Par exemple, les macrophages polarisés M2 peuvent être reprogrammée vers un phénotype 

M1, en réponse à une stimulation par l’IFN-γ (131). De, même le LPS peut également conduire 

à ce changement phénotypique de M2 vers M1 (132).  

 

1.3.2. Nomenclature revisitée 

 

Comme vu précédemment, l’environnement tissulaire du macrophage joue un grand rôle 

dans son développement (cf. partie 1.2) et l’acquisition de ses fonctions. Cette classification 

binaire M1/M2 de l’activation des macrophages semble ainsi trop simpliste, afin d’illustrer 

l’influence de l’environnement. Par exemple, il a été montré que selon si l’activation M1 est 

induite par l’IFN-γ ou par la signalisation des TLRs, un profil d’expression protéomique différent 

est adopté par le macrophage (133). De plus, ces phénotypes M1/M2 semblent bien plus 

complexes, puisqu’un macrophage de type M1 peut être associé à des propriétés de réparation 

tissulaire ou d’immunorégulation ; et inversement un macrophage de type M2 peut être 

impliqué dans des rôles pro-inflammatoires (134). Dans ce sens, ces dernières années, une 

remise en question de cette nomenclature classique des macrophages a été effectuée, en 

mettant en avant l’existence d’une grande diversité d’états d’activation des macrophages, à 

l’image de la diversité que peut représenter l’environnement tissulaire. Les phénotypes M1 et 

M2 sont ainsi plus considérés comme deux extrêmes d’un continuum d’états d’activation 
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multiples des macrophages. 

 

Récemment, plusieurs experts de la biologie du macrophage ont proposé différentes 

directives afin de décrire l’activation des macrophages de manière plus globale, basées sur 

trois principes : l’origine/environnement des macrophages, la nature du stimulus activateur et 

un ensemble de marqueurs d’activation (135) (Figure 8). D’autres chercheurs ont tenté de 

définir de grandes voies d’activation des macrophages selon les espèces et les pathologies 

(136,137). Dans l’ensemble, l’activation des macrophages doit être abordée non pas comme 

restrictive à deux états, mais en prenant en compte plusieurs critères (stimuli activateur, 

marqueurs d’activation) et notamment les fonctions exercées.  

 

Dans la suite de notre argumentation ainsi que dans nos travaux de thèse, nous nous 

efforcerons d’évoquer l’activation des macrophages selon ce nouveau point de vue, en prenant 

en compte les fonctions du macrophage si elles sont connues, sinon le stimulus activateur.  

 

 

Figure 8 - Directives proposées pour décrire l'activation des macrophages (135). 
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1.3.3. Les principales voies de régulation de l’activation des macrophages 

 

Les macrophages présentent une dynamique et une plasticité fonctionnelle, qui peuvent 

moduler leur état d’activation selon leur microenvironnement. Plusieurs facteurs distincts 

spécifiques peuvent être nécessaires à la régulation de ces états d’activation des macrophages 

dans des contextes correspondants. Nous allons résumer ci-dessous les principaux facteurs de 

transcription, facteurs immunométaboliques et facteurs épigénétiques, impliqués dans cette 

régulation. 

 

1.3.3.1. Les facteurs de transcription 

1.3.3.1.1. Les facteurs transducteurs de signaux et activateurs de transcription  

 

Les facteurs de transcription STAT (signal transducers and activators of transcription en 

anglais) correspondent à une famille de facteurs de transcription, dont l’activation dépend 

d’une famille de molécules de transduction de signal, appelée les tyrosines kinases JAK (pour 

Janus kinase). Ces JAK interagissent avec les domaines intracellulaires des récepteurs à activité 

tyrosine kinase, tels que les récepteurs de l’IFN. La liaison du ligand sur son récepteur va induire 

la dimérisation de ce dernier ainsi que l’activation de JAK. Cela entraîne la phosphorylation du 

récepteur lié, conduisant à la formation d’un site d’ancrage pour les STAT. Au niveau de ce site 

d’ancrage, JAK phosphoryle STAT, qui se dissocie ainsi du récepteur et migre vers le noyau 

pour se lier à des promoteurs de gènes cibles et régule la transcription de ces gènes cibles 

(138). Le rôle de ces voies de signalisation JAK/STAT dans la régulation de la polarisation des 

macrophages est bien connu. D’une part, en réponse à l’IFN-γ, l’implication de la voie JAK1/2 

et STAT1 contrôle l’expression de plusieurs gènes importants dans la réponse inflammatoire, 

tels qu’en autres l’iNOS, les molécules du CMH II et l’IL-12 (139). D’autre part, les cytokines IL-

4 et IL-13 sont également connues pour activer le facteur de transcription STAT6 et ainsi 

moduler l’expression de l’arginase-1, du récepteur du mannose (également connu sous le nom 

de CD206), ou encore des gènes tels que Fizz1 (Retnla pour resistin-like-α) ou Ym1 (Chi3l3 pour 

chitinase 3-like 3). L’ensemble induisant le macrophage à adopter des fonctions plutôt anti-

inflammatoires (140,141). Enfin, dans ce même sens, l’IL-10 active le facteur de transcription 

STAT3 et permet d’induire l’expression de TGF-β et de CD206 (142). De plus, il est à noter qu’un 

antagonisme bien établi entre STAT1 et STAT6 a été décrit, concernant la polarisation des 

macrophages induite par l’IFN-γ et l’IL-4 respectivement (143). 

Enfin, les voies de signalisation induites par ces voies JAK/STAT peuvent être régulées 

négativement par les protéines de la famille des suppresseurs de la signalisation des cytokines 

(SOCS, pour suppressors of cytokines signalling) (144).  

 

1.3.3.1.2. Les facteurs régulateurs de l’interféron (IRFs) 

 

Les facteurs de transcription IRFs modulent la transcription des interférons et jouent un rôle 

essentiel dans diverses réactions immunitaires. Ils sont composés de 9 membres (IRF1 à IRF9), 
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dont uniquement 6 sont impliqués dans la régulation de l’activation des macrophages (IRF1 à 

5 et IRF8) (145).  

Ils peuvent, d’une part, jouer un rôle dans l’acquisition de fonctions inflammatoires du 

macrophage, comme c’est le cas pour IRF3. La signalisation des récepteurs TLRs, implique les 

protéines médiatrices Myd88 et TRIF, et mène à l’activation d’IRF3 via la voie TRIF, ce qui 

conduit à la sécrétion d’IFN, tels que l’IFN-α et IFN-β (146). L’activation d’IRF3 peut également 

faire suite à l’activation du stimulateur des gènes de l’interféron (STING), lors de sa liaison au 

capteur d’ADN cytosolique cGAS, qui conduit au recrutement de la kinase TBK1 et permet 

l’activation de la phosphorylation d’IRF3 (147). Ces IFN une fois sécrétés vont activer le facteur 

de transcription STAT1, comme vu précédemment, et induire l’expression de gènes pro-

inflammatoires. 

Le facteur de transcription IRF5, quant à lui, peut être induit en réponse à la stimulation de 

plusieurs PRRs. Il peut notamment être activé par la signalisation des TLR7 et TLR8. 

Schoenemeyer et al. ont ainsi démontré que MyD88 ainsi que la kinase associée au récepteur 

de l’interleukine 1 (IRAK1) et le facteur 6 associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale 

(TRAF6) sont nécessaires à l’activation de IRF5 dans la voie de signalisation TLR7 (148). 

L’activation d’IRF5 est suivie par sa dimérisation, sa translocation au niveau nucléaire et son 

activité transcriptionnelle. En aval, son activation dans cette voie de signalisation-dépendante 

des TLRs est impliquée dans l’induction génétique de cytokines pro-inflammatoires, telles que 

l’IL-6, l’IL-12 et le TNF-α (149). L’activation d’IRF5 est également associée à la répression de 

l’expression de cytokines anti-inflammatoires, telles que l’IL-10 (150). La modulation de 

l’expression d’IRF5 peut orienter le macrophage vers la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires vs anti-inflammatoires, soulignant un rôle d’IRF5 dans la polarisation des 

macrophages (150). Il est à noter que des mutations gains de fonction au niveau du gène IRF5 

existent et augmentent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, médiée par les PRRs 

(151). Il a été montré que ces mutations prédisposent à des maladies auto-immunes, telles que 

le lupus érythémateux (152,153). Enfin, IRF5 peut lui-même être régulé par le corépresseur 

transcriptionnel TRIM28, afin d’éviter la sécrétion excessive de cytokines pro-inflammatoires. 

Ce mécanisme passe principalement par le recrutement, par TRIM28, de complexes impliqués 

dans l’extinction de gènes, tels que les histones désacétylases et des méthyltransférases. Il a 

notamment été montré qu’IRF5 forme un complexe avec la méthyltransférase SETDB1, dont 

l’activité passe par la triméthylation de la lysine 9 de l’histone 3 (H3K9me3) (154). Il s’agit d’une 

modification conservée des histones, qui peut être déposée à certains loci et joué un rôle 

important dans la régulation de l’expression des gènes. Il a été montré que l’extinction de 

TRIM28 dans les macrophages humains augmente l’expression du TNF-α, qui peut être 

expliquée par la réduction  du dépôt de H3K9me3 au niveau du locus TNF-α humain (154).  

 

D’autre part, les facteurs de transcription IRFs peuvent également jouer un rôle dans 

l’acquisition de fonctions homéostatiques du macrophage. IRF4, notamment, est un régulateur 

négatif de la signalisation TLR. En effet, IRF4 est connu pour inhiber l’activation d’IRF5, en 

entrant en compétition pour l’interaction avec la protéine adaptatrice Myd88 (155). Il a été 
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démontré que l’histone déméthylase JMJD3 (Jumonji domain-containing-3), élimine la 

méthylation de la lysine 27 sur l’histone 3 (H3K27), libérant ainsi l’expression d’un certain 

nombre de gène, dont Irf4. Il est également intéressant de noter qu’IRF4 peut être à l’origine 

de l’induction d’une signalisation dépendante de STAT6, pouvant réguler JMJD3. Ainsi, IRF4 et 

JMDJ3 régulent réciproquement l’expression de l’un et de l’autre. Il a été montré l’importance 

de JMJD3 dans la polarisation des macrophages induite par l’IL-4, impliquant ainsi également 

IRF4 dans ce mécanisme de polarisation (156).  

 

1.3.3.1.3. Le facteur nucléaire NF-κB 

 

Le facteur NF-κB orchestre les réponses immunitaires inflammatoires en réponse à divers 

stimuli. Le système NF-κB se compose de plusieurs membres : RelA (p65), RelB, NF-κB1 

(p105/p50), NF-κB2(p100/p52) et c-Rel. Chaque membre, à l’exception de RelB, peut former 

des homodimères ainsi que des hétérodimères entre eux. A l’état d’équilibre, les complexes 

NF-κB se composent de ces homodimères/hétérodimères, associés avec les protéines 

inhibitrices de NF-κB (IkB) dans le cytosol. En réponse à des stimuli, tels que des PAMPs ou des 

cytokines, IkB est phosphorylé par la kinase de l’IkB (IKK) et conduit à la translocation du 

complexe NF-κB dans le noyau, où il se lie au promoteur des gènes cibles (157). Selon les 

différentes compositions d’homo- et d’hétérodimérisation, une régulation différentielle des 

gènes cibles est associée. Par exemple, il a été montré qu’à la suite de l’activation du TLR4 par 

le LPS, le complexe p65 de NF-κB permet l’expression des cytokines pro-inflammatoires, telles 

que TNF-α, IL-1β, IL-6 et IL-12 (158). Au contraire, les homodimères p50 et p52 agissent plutôt 

comme des répresseurs et régulent négativement l’expression de ces cytokines (159). 

L’accumulation d’homodimères p50 a notamment été observée dans les macrophages 

tolérants à l’endotoxine (160), ainsi que dans les macrophages associés aux tumeurs (161). Cela 

suggère bien le rôle essentiel de modulateur transcriptionnel de NF-κB dans la polarisation des 

macrophages. 

 

1.3.3.1.4. L’axe CREB-C/EBPβ  

 

Les protéines C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein) sont des facteurs de transcription 

bZIP (basic region leucine zipper en anglais). Comme évoqué dans la partie 1.1.2., ce sont des 

facteurs de transcription impliqués dans le développement des monocytes/macrophages, mais 

leur rôle dans l’activation des macrophages a également été décrit. Il a été montré que le 

facteur C/EBPβ régule spécifiquement l’expression des gènes codant pour l’arginase-1, l’IL-10 

et CD206 à la suite de la stimulation des TLRs, lorsque son expression est induite par la protéine 

de liaison de l’élément répondant à l’adénosine monophosphate cyclique (CREB) (162). Cette 

activité CREB-C/EBPβ a été décrite in vivo comme cruciale pour la fonction de réparation 

tissulaire des macrophages (163). Le facteur C/EBP a également été décrit comme jouant un 

rôle dans l’activation des macrophages, afin d’orienter les fonctions du macrophage vers un 

maintien du métabolisme énergétique (164).  
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1.3.3.1.5. Les récepteurs nucléaires PPAR 

 

Les PPAR (peroxysome proliferator-activated receptors en anglais) appartiennent à la famille 

des récepteurs nucléaires d’hormones et sont composés de trois membres : PPARα, PPARγ et 

PPARβ/δ. Ils ont, tous les trois, été associés à des fonctions de régulation de l’activation des 

macrophages. Les récepteurs PPARα, à la suite de son activation, influence négativement les 

facteurs de transcription NF-κB et inhibe ainsi l’expression de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires, telles que le TNF-α et l’IL-1β (165) tout en induisant l’expression de l’arginase-

1, du TGF-β et CD206 (166). Par ailleurs, des travaux ont montré que les souris déficientes en 

PPARα présentent une inflammation prolongée, à la suite de la stimulation pro-inflammatoire 

par le leucotriène B4 (167). Les récepteurs PPARγ module les activités des facteurs de 

transcription STAT et NF-κB. D’une part, PPARγ agit comme un complexe répresseur, inhibant 

la transactivation de NF-κB sur le promoteur des gènes cibles (168). D’autre part, l’expression 

de PPARγ peut être induite par l’IL-4 et l’IL-13. Dans ce cas précis, il a été identifié comme une 

cible directe en aval de STAT6, régulant positivement les gènes cibles associés (169). Enfin, les 

récepteurs PPARβ/δ sont également induits par l’activation de STAT6 (170). 

 

1.3.3.1.6. Les facteurs de type Krüppel (KLF) 

 

Les KLF appartiennent à une sous-famille de la classe des facteurs de transcription à doigts 

de zinc, se liant à l’ADN. Actuellement, 18 KLF ont identifiés, exprimés dans la plupart des tissus 

et impliqués dans divers processus cellulaires, dont l’activation des macrophages (171). Par 

exemple, KLF2 et KLF3 inhibent le processus transcriptionnel induit par NF-κB, notamment 

l’accessibilité sur les promoteurs des gènes cibles. Des travaux démontrent que les 

macrophages des souris déficientes pour KFL2 sont sensibles à la réponse inflammatoire et 

présentent une meilleure clairance des pathogènes dans un modèle de péritonite bactérienne 

(172). Dans ce même sens, KLF3 a été décrit comme un suppresseur de l’inflammation, en 

réprimant l’activité du dimère p65 de NF-κB et la production de cytokines pro-inflammatoires 

en aval (173). Au contraire, KLF6 est nécessaire pour une liaison optimale du dimère p65 aux 

promoteurs des gènes cibles et a une action inhibitrice sur PPARγ (174). Enfin, KLF4 agit en 

synergie avec le facteur de transcription STAT6 et conduit à la sécrétion en aval de cytokines 

anti-inflammatoires (175).  

 

1.3.3.2. Les facteurs immunométaboliques 

 

L’activation des macrophages impacte leur activité métabolique. Selon leur état d’activation, 

les macrophages adoptent des activités métaboliques distinctes, principalement dictées par les 

mitochondries. Les nombreux processus qui se déroulent dans les mitochondries sont 

intimement liés à leur morphologie et leur dynamisme. Un large éventail d’acteurs cellulaires 

est connu pour agir sur ce métabolisme cellulaire, reflétant ainsi le grand nombre de potentiels 

facteurs pouvant moduler l’activation des macrophages d’un point de vue métabolique et qui 
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mériterait une argumentation détaillée. Dans cette sous-partie, pour un souci d’exhaustivité et 

toujours dans le but d’introduire nos travaux de thèse, nous allons principalement nous 

focaliser sur l’impact de la dynamique des mitochondries sur l’activation des macrophages.  

 

1.3.3.2.1. Généralités sur la dynamique mitochondriale 

 

La dynamique mitochondriale correspond à l’équilibre entre les cycles répétitifs de fusion 

et fission des mitochondries (176). Ces dernières années, ce processus a été particulièrement 

étudié et montré comme essentiel pour assurer la ségrégation de l’acide désoxyribonucléique 

mitochondrial (ADNmt), la régulation des niveaux de mtROS, l’homéostasie calcique et la 

phosphorylation oxydative (177).  

La fusion mitochondriale nécessite trois protéines GTPases transmembranaires, apparentées à 

la dynamine, qui sont soit ancrées au niveau de la membrane externe mitochondriale, ce sont 

les mitofusines 1 et 2 (MFN1/MFN2), ou soit ancrée au niveau de la membrane interne, c’est le 

cas de la protéine 1 de l’atrophie optique (OPA1). Le processus de fusion a lieu en deux étapes : 

les mitofusines interviennent lors de la première étape, en formant des complexes homo-

oligomériques et hétéro-oligomériques et permettant la fusion des membranes externes de 

deux mitochondries adjacentes. La seconde étape fait intervenir la protéine OPA1 pour la 

fusion des membranes internes (178,179) (Figure 9).  

La fission mitochondriale est permise par deux classes de molécules. L’acteur central est 

représenté par la GTPase protéine 1 apparentée à la dynamine (DRP1), qui s’assemble sur les 

tubules mitochondriaux en des points spécifiques (178,179). Ces sites sont pré-marqués par le 

réticulum endoplasmique et l’actine, permettant à la protéine DRP1 de s’assembler en spirales, 

qui peuvent mener à la scission de la mitochondrie (180,181) (Figure 9). DRP1 étant 

majoritairement présent au niveau du cytosol, une deuxième classe de molécules est nécessaire 

pour recruter efficacement DRP1 au niveau mitochondrial. Il s’agit de protéines présentes à la 

surface mitochondriale, telles que les protéines de fission mitochondriale 1 (Fis1), le facteur de 

fission mitochondriale (Mff), la protéine du dynamisme mitochondriale de 49kDa (MiD49) et la 

protéine du dynamisme mitochondriale de 51kDa (MiD51) (178,179). La fonction de DRP1 peut 

être régulée par de multiples modifications post-traductionnelles, telles que la 

phosphorylation, notamment au niveau de deux sérines clés. La phosphorylation de la sérine 

616 (S616), par la kinase dépendante des cyclines 1 (Cdk1)/cycline B pendant la mitose, 

augmente l’activité de DRP1. A l’inverse la phosphorylation de la sérine 637 (S637) par la 

protéine kinase A (PKA) mène à l’inhibition de l’activité de la fission. Cependant, une 

augmentation intracellulaire de calcium peut aussi entraîner la phosphorylation de S637 par la 

protéine kinase α dépendante du calcium et de la calmoduline (CaMKIα) et activer la fission 

mitochondriale (182). Ces différents effets de la phosphorylation de S637 sont à prendre dans 

leur ensemble, selon le contexte cellulaire : l’augmentation du calcium intracellulaire ayant, par 

un exemple, de multiples autres cibles et effets cellulaires possibles, qui peuvent influencer la 

dynamique des mitochondries. 
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Figure 9 - Régulation de la fusion et la fission mitochondriale (183). 

 

L’équilibre entre ces deux processus de fusion et fission est une fonction essentielle chez les 

mammifères, qui si altérée peut entraîner la dysfonction de nombreuses fonctions cellulaires 

(morphologie mitochondriale, capacité respiratoire, stabilité de l’ADN mitochondrial, 

l’apoptose et la réponse au stress cellulaire). Lorsque cet équilibre est modifié ou rompu, des 

changements caractéristiques peuvent être observés au niveau de la morphologie globale des 

mitochondries, notamment au niveau de la forme et la taille mitochondriale (Figure 10) (184).  

 

 

Figure 10 - Différences de morphologie mitochondriale entre fusion et fission  

Dans les cellules de type sauvage (au centre), les mitochondries présentent des microtubules 

de longueur variable. En l’absence des mitofusines (à gauche), la fusion n’étant plus permise, 

les mitochondries sont fragmentées (ponctiformes). Enfin, à l’inverse une diminution de la 

fission induite par une altération inhibitrice de la protéine DRP1 (à droite), se traduit par des 

mitochondries allongées. La barre d’échelle représente 10µm (184). 

 

1.3.3.2.2. La dynamique mitochondriale module l’activation des macrophages 

 

Dans plusieurs cellules immunitaires, telles que les cellules T et les macrophages, il a été 

démontré que les mitochondries adoptent des morphologies mitochondriales spécifiques en 

fonction de l’état d’activation cellulaire (185,186). De ce fait, la modulation des protéines 

régulant la dynamique mitochondriale peut avoir un effet sur l’activation de ces cellules. D’une 

part concernant la fusion mitochondriale et spécifiquement la protéine MFN2, il a été montré 



45 

 

que l’activation des macrophages dépendante du LPS induit son expression. La déplétion de 

celle-ci altère la réponse à l’inflammation, notamment la production de ROS, l’induction de 

cytokines et de NO. La déficience de MFN2 est ainsi associée à un dysfonctionnement de 

l’autophagie, de l’apoptose, de la phagocytose et de la présentation de l’antigène. Cela a été 

montré après activation des macrophages par LPS, mais également après infection par Listeria 

ou Mycobacterium tuberculosis (187,188). De manière intéressante, une étude menée par 

Khodzhaeva et al. a démontré un rôle opposé de MFN2 dans la réponse inflammatoire des 

macrophages. En effet, ils ont mis en avant le rôle pro-inflammatoire de la déplétion de MFN2 

dans les macrophages humains activés par le zymosan avec la potentialisation de l’expression 

et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α). De plus, ils ont révélé 

que l’inhibition de MFN2 amplifie la réponse dépendante de la signalisation TLR2 activés par 

le zymosan, notamment en agissant en amont sur la voie NF-κB (189). Dans l’ensemble, MFN2 

est impliqué dans la réponse des macrophages et son rôle exact dans l’activation des 

macrophages semble dépendre du contexte d’activation et reste à être étudié de manière plus 

approfondie.  

 

D’autre part, la protéine DRP1 a également été associée à la modulation de l’activation des 

macrophages. Une première étude a montré que les macrophages murins dérivés de la moelle 

osseuse, activés par le LPS, présentent un nombre élevé de mitochondries, expliqué par un 

enrichissement de la protéine DRP1, permettant la fission mitochondriale. Ce recrutement de 

DRP1 par le LPS est associé à une augmentation de sa phosphorylation sur la sérine 635 

(équivalent murin de la phosphorylation de la sérine 616 humaine), dépendante de la 

signalisation TLR4-Myd88 (190). Par la suite, une autre équipe a montré l’expression du facteur 

de transcription STAT2, permettant d’amplifier la phosphorylation de DRP1 S616, après 

activation des macrophages par LPS. Dans ce contexte, ils ont observé un remodelage des 

mitochondries associée à une hausse de production de ROS, entraînant la transcription de 

cytokines pro-inflammatoires dépendante de NF-κB. L’inhibition pharmacologique ou 

génétique de DRP1 a permis d’inhiber l’activation des macrophages induite par le LPS (191).  

Dans ce sens, Gao et al. ont souligné le rôle clé de DRP1 dans la réponse pro-inflammatoire 

des macrophages et notamment son implication dans le contrôle post-transcriptionnel de la 

production de TNF-α (192). Enfin, une dernière étude plus récente a montré que les cellules de 

Kupffer traitées par LPS libèrent de l’ADNmt, à la suite de la génération de mtROS dépendante 

de DRP1, l’ensemble permettant l’activation de la voie de signalisation du stimulateur des 

gènes de l’interféron (STING). Il s’en suit alors la phosphorylation d’IRF3 et de NF-κB, qui se 

déplacent vers le noyau et induisent la transcription de gènes pro-inflammatoires. De plus, 

cette même étude a montré que l’inhibition pharmacologique de DRP1 atténue l’activation de 

STING, induite par le LPS dans les cellules de Kupffer et in fine protège la fonction hépatique 

(193). La fission mitochondriale dépendante de DRP1 semble ainsi nécessaire à la 

différenciation des macrophages après stimulation par le LPS.  
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1.3.3.3. Les facteurs épigénétiques 

L’épigénétique contrôle l’expression des informations codées dans l’ADN, sans modification 

du code génétique. Les facteurs épigénétiques sont régulés de manière dynamique, selon les 

changements apparaissant au cours du développement ou selon les signaux 

environnementaux. Les différents états d’activation des macrophages sont associés à des 

signatures épigénétiques distinctes, suggérant ainsi que l’intégration des signaux spécifiques 

du microenvironnement façonne le paysage épigénomique et se traduit par un continuum 

d‘états transcriptionnels et fonctionnels distincts. De plus, ces mécanismes épigénétiques ont 

aussi la capacité d’affecter la plasticité du phénotype, permettant au macrophage de passer 

rapidement d’un programme cellulaire à un autre (194). 

 

Les molécules d’ADN s’associent à des protéines d’histones et forment ainsi une structure 

macromoléculaire complexe appelée chromatine. Les facteurs épigénétiques agissent 

principalement au niveau de la conformation de la chromatine, en y régulant l’accessibilité de 

l’ADN, influençant ainsi la liaison des facteurs de transcription et l’expression des gènes.  

Globalement, les modifications épigénétiques peuvent être divisées en trois catégories : (i) les 

modifications post-transcriptionnelles des histones, (ii) la méthylation de l’acide 

désoxyribonucléique (ADN) et (iii) les modifications post-transcriptionnelles de l’acide 

ribonucléique messager (ARNm) (194). Nous allons évoquer brièvement quelques exemples de 

ces modifications épigénétiques dans l’activation des macrophages. 

 

1.3.3.3.1. Les modifications post-transcriptionnelles des histones 

 

Les histones peuvent subir un grand nombre de modifications post-traductionnelles, telles 

que l’acétylation/désacétylation et la méthylation/déméthylation de leurs résidus lysine (K). Ces 

modifications influencent l’accessibilité de l’ADN. D’une part, l’acétylation par des histones 

acétyltransférases favorise l’activité transcriptionnelle, tandis que l’élimination de ces groupes 

acétyles par les histones désacétylases (HDACs) est liée à l’inhibition de la transcription (195). 

Par exemple, au niveau des macrophages, l’HDAC3 a été décrite comme une enzyme 

responsable de la désacétylation des histones dans les régions régulatrices de gènes induits 

par l’IL-4 (196). La suppression d’HDAC3, induit l’expression des gènes régulés par l’IL-4. En 

particulier, il a été montré que le facteur de transcription STAT6 ainsi activé par l’IL-4 agit 

comme un répresseur transcriptionnel de plusieurs gènes inflammatoires, de manière 

dépendante de HDAC3 (197). D’autres études ont montré que les HDAC6 et HDAC7 sont 

impliqués dans l’expression de gènes pro-inflammatoires, dans les macrophages stimulés par 

le LPS (198,199). D’autre part, la méthylation et la déméthylation des histones sont induits 

respectivement par les histones méthyltransférases et les histones déméthylases. Selon 

l’emplacement et le nombre de groupes méthyles (CH3) modifiés au niveau de l’histone, cette 

modification épigénétique induit soit une activation ou soit une inhibition transcriptionnelle. 

Par exemple, la méthyltransférase SMYD3 permet la méthylation de la lysine 4 sur l’histone 3 

(H3K4) au niveau des promoteurs des gènes régulés par l’IL-4 et l’IL-13, et induit l’expression 
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de ces derniers dans les macrophages activés par l’IL-4 et IL-13 (200). La méthyltransférase 

KMT6, quant à elle, favorise la méthylation H3K27, au niveau du locus du facteur de 

transcription SOCS3, et inhibe l’expression de ce dernier, entraînant une hausse d’expression 

des gènes pro-inflammatoires en réponse à l’IFN-γ (194,201).  

 

1.3.3.3.2. La méthylation de l’ADN 

 

La méthylation de l’ADN, catalysée par les ADN méthyltransférase (DNMT), permet l’ajout 

d’un groupement CH3 au niveau des groupes de dinucléotides 5’-cytosine-phosphate-

guanine-3’, appelés îlots CpG. Cette modification épigénétique conduit à une inhibition de la 

transcription des gènes. Par exemple, dans l’activation des macrophages, l’hyperméthylation 

de SOCS1 médiée par la DNMT1 conduit à une perte d’expression de SOCS1 et favorise la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6), induite par le LPS (202). 

 

1.3.3.3.3. La modification d’expression des microARN 

 

Les microARN (miRs) représentent un type d’ARN non codant, ciblant les régions 3’ et 5’ 

non traduites de l’ARNm, pour stimuler sa dégradation et la répression de la traduction. Les 

différents signaux de l’environnement modulent l’expression de plusieurs miRs. Par exemple, 

le miR-155 est régulé positivement en réponse à différents ligands TLR (203) et négativement 

par l’IL-10 (204), et permet au macrophage d’adopter des fonctions inflammatoires dans un 

contexte tumoral (205) ou d’athérosclérose (206). Une grande partie des miR est également 

impliquée dans des boucles de rétroaction négative, visant à contrôler l’expression des gènes 

inflammatoires. Par exemple, le miR-21 induit par le LPS, limite en retour l’activation de NF-κB 

et l’expression d’IL-6, tout en favorisant l’expression de l’IL-10 (207). 

 

Pour conclure, les macrophages présentent une capacité importante à intégrer les signaux 

du micro-environnement, afin d’adopter divers états d’activation, caractérisées en aval par 

différentes voies de régulation et en amont par des fonctions biologiques distinctes.  

 

1.4. Le rôle des macrophages dans le développement des pathologies 

 

1.4.1. Généralités 

 

Les macrophages sont présents au niveau des tissus de l’ensemble de l’organisme et 

présentent une grande diversité fonctionnelle. Lors d’agressions chroniques, les fonctions des 

macrophages peuvent être impactées, les impliquant alors dans le développement de divers 

états pathologiques. Par exemple, en raison de la capacité des macrophages à initier et à 

contrôler les réponses immunitaires régulant l’inflammation, les altérations de ces mécanismes 

immunologiques peuvent entraîner une inflammation excessive et persistante, ce qui est 

largement apprécié dans la pathogenèse de nombreux états inflammatoires (e.g. maladies 
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auto-immunes, infection au SARS-CoV-2) (208,209), neurodégénératifs (210), métaboliques 

(211), cardio-vasculaires (212) et tumoraux (213). Le rôle des macrophages a particulièrement 

été décrit dans le développement du cancer et la plasticité fonctionnelle de ces cellules 

représente une cible de thérapeutique très étudiée pour développer des stratégies anti-

tumorales (213). 

 

1.4.2. Cancer et macrophages associés aux tumeurs (TAMs) 

 

La progression tumorale est modulée par le microenvironnement local, composé d’un 

ensemble hétérogène de cellules immunitaires, de cytokines et chimiokines, de cellules 

stromales et de la matrice extracellulaire (214). Parmi les nombreux types de cellules 

immunitaires présents dans la tumeur, les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont les 

plus abondants (215). De nombreuses données pré-cliniques et cliniques montrent que les 

TAMs jouent un rôle pro-tumoral (216). De plus, leur importante infiltration au niveau du 

microenvironnement tumoral (TME) a été corrélée à un mauvais pronostic pour les patients, 

dans la plupart des cancers (217–220). 

 

1.4.2.1. Origine des TAMs 

 

Les avancées dans la caractérisation de l’ontogenèse des (cf. 1.1.1) ont rapidement posé la 

question si ces différences d’origine des macrophages se retrouvent au niveau du TME.  

Récemment, il a été confirmé que le pool de TAMs est composé à la fois de macrophages 

résidents et de macrophages dérivés de la moelle osseuse (51,221–223). Dans le contexte 

tumoral, les macrophages résidents sont les premières cellules immunitaires exposées aux 

facteurs solubles sécrétés par les cellules tumorales et le TME, contribuant ainsi à la génération 

de TAMs. Dans la plupart des tumeurs, ce pool de macrophages résidents est enrichi par des 

macrophages infiltrants, issus du recrutement de monocytes circulants en réponse à la 

sécrétion de signaux du TME (e.g. CCL2, CCL5, CSF-1, VEG ou TGF-β) (224). Parmi ces signaux, 

l’axe CCR2-CCL2 joue un rôle important. Le récepteur CCR2 exprimé par les monocytes 

circulants est reconnu par son ligand CCL2, sécrété par les cellules tumorales et stromales, 

favorisant ainsi l’extravasation des monocytes dans le TME (225). Le phénotype des 

macrophages est ainsi modulé à la fois par les signaux tissulaires mais également tumoraux.  

 

La contribution des macrophages résidents et celle des macrophages dérivés de la moelle 

osseuse à la population de TAMs varient en fonction du type de cancer. Dans un modèle murin 

de cancer du sein, le nombre de TAMs dérivés de monocytes augmente au cours du temps, 

expliquant que la déplétion des monocytes circulants réduise la croissance tumorale, tandis 

que la déplétion des macrophages résidents n’a pas d’impact (221). En revanche, dans un 

modèle murin de cancer du pancréas, les TAMs dérivés des macrophages résidents sont 

majoritaires. Leur ablation spécifique diminue la charge tumorale, ce qui n’est pas observé sur 

les souris déficientes pour CCR2 (222). Enfin dans un modèle de cancer pulmonaire, les 
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macrophages résidents interstitiels et les macrophages dérivés de la moelle osseuse 

contribuent tous les deux au pool de TAMs (223). L’ensemble démontre bien que selon l’organe 

touché, l’origine des TAMs varie (Figure 11). 

 

 

Figure 11 - L'origine des TAMs est dépendante du tissu. 

(A) Au niveau des tumeurs situés dans des tissus, principalement composés de macrophages 

d’origine embryonnaire, ces derniers s’accumulent et peuvent être associés à un recrutement 

monocytaire (microglie). (B) Dans les tissus où les macrophages résidents ont une origine 

double, les macrophages d’origine embryonnaires et dérivés de monocytes peuvent constituer 

le pool de TAMs, en plus d’un recrutement de monocytes (pancréas, peau). (C) Dans certains 

cas, ce dernier peut être majoritaire (modèle de tumeurs ectopiques) (226). 

 

Comme évoqué dans la partie 1.1.2, le lien entre origine et fonction des macrophages peut 

être discuté dans le contexte tumoral. Au cours des dernières années, plusieurs études ont 

démontré que les TAMs d’origine distincte jouent des rôles différents à la fois sur la progression 

tumorale et sur la modulation de l’immunité anti-tumorale (222,223,227,228). Par exemple, 

dans un modèle de cancer pulmonaire, les TAMs dérivés des monocytes ont été impliqués dans 

la dissémination métastatique, tandis que les TAMs résidents sont associés à la croissance 

tumorale (223). De manière intéressante, dans un autre modèle de tumeur pulmonaire, l’inverse 

est observé, avec cette fonction d’invasivité des cellules tumorales décrite pour les TAMs 

résidents (227). La diversité fonctionnelle des TAMs ainsi observée pourrait être expliquée par 

des caractéristiques spécifiques à l’ontogenèse, mais également par la spécificité de la niche 
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tissulaire et du TME associé (226). 

 

1.4.2.2. Initiation tumorale et TAMs 

 

De manière semblable à la perturbation homéostatique déclenchée par la reconnaissance 

de cellules apoptotiques, de débris cellulaires ou de micro-organismes, les cellules tumorales 

déclenchent l’activation des macrophages. Il s’en suit la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires. L’instauration de cet environnement inflammatoire chronique initie la 

tumorigenèse dans de nombreux types de cancer, comme ceux du côlon ou de l’estomac (229). 

A mesure que la tumeur se développe, les signaux du microenvironnement influencent les 

fonctions des macrophages afin d’orienter la réponse immunitaire d’un rôle cytotoxique à un 

rôle de soutien tumoral (Figure 12) (230).  

 

 

Figure 12 - Les signaux du TME orientant les fonctions des TAMs. 

Les fonctions des TAMs peuvent être influencées par l’interleukine-4 (IL-4) et 13 (IL-13) 

sécrétées par les cellules T CD4+ activées, les anticorps (Ab) et complexes immuns (IC) des 

cellules B, les composants de l’activation du complément (C5a), mais également par les facteurs 

dérivés des cellules stromales, tels que l’IL-1 (230).  

 

1.4.2.3. Fonctions des TAMs 

 

Les fonctions des TAMs sont déterminées par une combinaison de facteurs intrinsèques, 

tels que leur origine, associés à des signaux spécifiques de l’organe, la niche tissulaire et les 

relations intercellulaires. Sous l’influence de l’ensemble de ces facteurs, il a été décrit un rôle 

ambivalent des TAMs dans la progression tumorale, avec des fonctions pouvant être à la fois 

pro-tumorales et anti-tumorales (231).  
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1.4.2.3.1. Fonctions anti-tumorales 

 

Les fonctions anti-tumorales des TAMs sont centrées autour de l’élimination des cellules 

tumorales, soit directe par le biais de la phagocytose ou l’induction de l’apoptose, ou soit 

indirecte par le recrutement et l’activation de cellules immunitaires adaptatives. En réponse, les 

cellules tumorales détournent ces fonctions, tout au long de leur progression. D’une part, la 

phagocytose des cellules tumorales est induite après reconnaissance de signaux de dangers 

tumoraux par les TAMs. De nombreuses tumeurs échappent néanmoins à ce processus, en 

renforçant leurs signaux « don’t eat me », tel que CD47 et le ligand 1 de la mort programmée 

(PD-L1) (232). Les TAMs conservent leur activité phagocytaire en éliminant les débris cellulaires 

s’accumulant dans le TME. Cette efferocytose est suivie par la sécrétion de cytokines impliquées 

la réparation tissulaire et l’immunosuppression, créant alors un environnement favorable à la 

tumeur (233). D’autre part, l’apoptose des cellules tumorales est induite par la sécrétion de 

facteurs solubles cytotoxiques par les TAMs, tels que le NO, les ROS et le TNF-α (234). 

Cependant, ce processus léthal peut également permettre de sélectionner les sous-populations 

de cellules tumorales résistantes à ces voies apoptotiques (235). Enfin, le recrutement et 

l’activation des cellules T sont induits par la présentation des antigènes tumoraux. Par le biais 

de la présentation croisée aux lymphocytes T CD8+ et CD4+, les TAMs sont capables d’induire 

la réactivation et la cytotoxicité des cellules T dans le TME (236). La pression immunogène ainsi 

exercée par les TAMs a pour conséquence de sélectionner la perte d’expression de CMH de 

classe I des cellules tumorales (237). 

 

1.4.2.3.2. Fonctions pro-tumorales 

 

Dans les tumeurs avancées, les TAMs acquièrent des fonctions plus immunosuppressives, 

dont les mécanismes sont largement décrits dans la littérature, dont certains sont illustrés dans 

la Figure 13. Premièrement, les TAMs induisent l’inhibition des cellules effectrices de 

l’immunité par divers mécanismes. L’expression des molécules du CMH, telle que la protéine 

HLA-G interagissant avec le récepteur NKG2, à la surface des cellules NK et d’un sous-ensemble 

de cellules T, inhibe l’activation de ces cellules (238). L’expression des ligands PD-L1 et PD-L2 

se liant au récepteur inhibiteur lymphocytaire PD-1, permet aux TAMs d’induire l’épuisement 

des cellules T (239). Les TAMs expriment aussi les ligands des récepteurs de mort Fas et TRAIL, 

leur fixation sur leur récepteur à la surface des cellules T déclenche l’apoptose de ces cellules 

(238). De manière indirecte, la déplétion de la L-arginine au sein du TME, par l’expression de 

l’arginase-1 de la part des TAMs, conduit à l’expression d’un récepteur aux cellules T (TCR) non 

fonctionnel par la perte de la chaîne CD3-ζ (238). La sécrétion d’IL-10 et de TGF-β des TAMs 

exerce, elle aussi, un effet négatif sur les fonctions des cellules T CD8+ (240,241), et sur la 

migration des DC (242). Cette production d’IL-10 et de TGF-β permet également la 

différenciation des cellules T CD4+ en cellules T régulatrices (Treg), connues pour supprimer la 

cytotoxicité induite des cellules T CD8+ (243). De plus, la sécrétion de chimiokines CCL5, CCL20 

et CCL22 induit aussi le recrutement de cellules Treg naturelles (238). En retour les cellules Treg 
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génèrent une boucle de rétroaction positive, favorisant l’induction d’un phénotype 

immunosuppresseur des TAMs (244). Par ailleurs, les fibroblastes associés au cancer (CAFs) 

induits par les TAMs, en plus d’isoler les cellules tumorales de l’infiltrat immunitaire par le 

remodelage de la matrice extracellulaire (ECM)  favorise aussi, en retour, le phénotype 

immunosuppresseur des TAMs (245). Enfin, les TAMs participent également à l’oxygénation du 

TME. Dans les zones hypoxiques, les TAMs sont activés par la signalisation du facteur induit 

par l’hypoxie (HIF), stimulant leur activité pro-angiogénique afin de développer le réseau 

vasculaire au sein de la tumeur. Il s’en suit la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par les 

TAMs, tels que le VEGF-A, le facteur de croissance placentaire (PlGF, pour placental growth 

factor), WNT7B (membre de la famille Wnt 7B), TGF-β et la thymidine phosphorylase (TP) (246). 

Ces TAMs angiogéniques ont été caractérisés par l’expression du récepteur tyrosine kinase TIE2 

(246). 

 

 

Figure 13 - Exemples des fonctions pro-tumorales des TAMs. 

Les TAMs favorisent un microenvironnement tumoral immunosuppresseur par plusieurs 

mécanismes, dont (haut gauche) le recrutement de cellules immunitaires immunosuppressives, 

(haut droite) le remodelage de la matrice extracellulaire (ECM), (bas droite) la modulation de 

la structure vasculaire et (bas gauche) l’inhibition des cellules immunitaires stimulant la réponse 

anti-tumorale. ANG2 : angiopoiétine 2 ; CAF : fibroblastes associés au cancer ; CCL : ligand de 

chimiokine CC ; CTL : lymphocytes T cytotoxiques ; DC : cellule dendritique ; IL : interleukine ; 

PIGF : facteur de croissance placentaire ; Treg : lymphocytes T régulateurs ; VEGFA : facteur 

endothelial de croissance A ; WNT7B : membre de la famille Wnt 7B (247). 
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1.4.2.4. Invasion tumorale et TAMs 

 

L’invasion tumorale peut aboutir à la formation de métastases, impliquant l’intravasation de 

cellules tumorales dans la circulation, puis l’installation de ces cellules circulantes dans une 

niche d’un organe distant. Les TAMs sont impliqués dans chaque étape de ce processus 

métastatique (248). Premièrement, la dissémination des cellules tumorales induite par les TAMs 

passe d’une part par l’activation de la transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT) des 

cellules tumorales (249) et par le remodelage de la ECM, impliquant la production d’enzymes 

protéolytiques telles que les cathepsines et les métalloprotéinases matricielles MMP2, MMP7 

et MMP9 (238,250). D’autre part, les TAMs impactent l’intégrité de la jonction endothéliale 

favorisant ainsi l’intravasation des cellules tumorales (251). Enfin, les TAMs interviennent dans 

la survie des cellules tumorales circulantes, par l’activation paracrine de voies de survie des 

cellules cancéreuses (252). Deuxièmement, le recrutement des cellules tumorales au niveau des 

organes distants est permis par la rééducation des macrophages de ces organes par la tumeur 

résiduelle, notamment par la sécrétion d’un gradient de chimiokines, afin d’induire une niche 

pré-métastatique (253). Enfin, les TAMs par la sécrétion de multiples facteurs solubles, tels que 

le VEGF-A, favorisent l’extravasation des cellules tumorales (254). Il a été défini un phénotype 

transcriptionnel et fonctionnel des TAMs au niveau métastatique, appelés ainsi macrophages 

associés aux métastases (MAMs) (216). 

 

1.4.2.5. Résistance thérapeutique et TAMs 

 

Une infiltration importante de TAMs au niveau tumoral en plus d’être corrélée à un mauvais 

pronostic, a aussi été corrélée à des résultats cliniques négatifs, dans la majorité des cancers 

(255), soulignant ici un possible rôle des TAMs dans la résistance thérapeutique. Plusieurs 

études démontrent ainsi que les TAMs impactent négativement la réponse thérapeutique, par 

plusieurs mécanismes, tels que l’activation des voies de survie des cellules tumorales. Dans un 

modèle de cancer gastrique, le traitement par chimiothérapie induit une sécrétion accrue de 

CXCL5 par les TAMs, qui active la voie PI3K/AKT/mTOR au niveau des cellules tumorales. Cette 

voie joue un rôle central dans la prolifération cellulaire et son activation dans ce contexte est 

associée à une chimiorésistance induite par les TAMs (256). Les interactions directes avec les 

composants du TME peuvent également constituer un mécanisme de résistance thérapeutique 

induit par les TAMs. Les TAMs ont notamment été impliqués dans la résistance aux anti-PD-1, 

par leur expression accrue de molécules telles que PD-L1 et PD-L2, inhibant l’activation des 

cellules T CD8+ (257). De plus, dans un modèle murin de métastases hépatiques, il a été montré 

que les TAMs par induction de l’interaction FasL-Fas avec les cellules T CD8+ sont responsables 

de l’apoptose de ces cellules T et impacte ainsi l’efficacité des inhibiteurs de checkpoints 

immunitaires (258). Enfin, après traitement, les TAMs peuvent induire une rechute 

tumorale.  D’une part, l’élimination des débris tumoraux engendrés par les traitements, conduit 

à la sécrétion de cytokines et de lipides induisant la sélection de nouveaux clones de cellules 

tumorales résistantes (259). D’autre part, le remodelage du TME par les TAMs, notamment par 
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la sécrétion de VEGF-A, favorise la reprise de la vascularisation et ainsi de la croissance tumorale 

(260). 

 

1.4.2.6. Ciblage thérapeutique des TAMs 

 

Les TAMs jouent ainsi un rôle central au cours de la progression tumorale et la réponse 

thérapeutique, ce qui en fait une cible thérapeutique de choix pour améliorer la réponse 

immunitaire anti-tumorale. Ces dernières années, de multiples approches thérapeutiques pour 

cibler les TAMs se sont ainsi développées en clinique (Figure 14) et peuvent se diviser en 

quatre stratégies (Figure 15A). 

 

 

Figure 14 - Chronologie de l'entrée en clinique des principales stratégies ciblant les 

TAMs.  

BCG : bacilli Calmette–Guérin ; HDAC : histone désacétylase ; CSF1R : colony-stimulating factor 

1 receptor ; CCL2 : ligand 2 de chimiokine CC ; mAb : anticorps monoclonal ; SIRPα : signal 

regulatory protein-α ; IDO1 : 2,3-dioxygénase indoléamine 1 ; LILRB : leukocyte 

immunoglobulin-like receptor subfamily B member ; IFNα : interféron-α ; TREM2 : triggering 

receptor expressed on myeloid cells 2 ; CAR-M : chimeric antigen receptor macrophage ; LAIR1 : 

leukocyte-associated immunoglobulin like receptor 1 (216). 

 

1.4.2.6.1. L'inhibition du recrutement des TAMs 

 

Les principales voies de signalisation favorisant le recrutement des TAMs correspondent aux 

axes CCL2/CCR2 et CCL5/CCR5. Dans un modèle préclinique de cancer du sein, il a été montré 

que le blocage de l’axe CCL2/CCR2 inhibe le recrutement des macrophages et retarde la 

progression tumorale et la formation de métastases (225). Plusieurs inhibiteurs ciblant CCR2 

ou CCL2 font l’objet d’essais cliniques de premières phases, ce qui est le cas également pour 

les inhibiteurs de l’axe CC5/CCL5 (261).  

 

1.4.2.6.2. L’inhibition de la survie des TAMs 

 

Dans le cadre du ciblage de la survie des TAMs, la principale cible étudiée est l’axe CSF-

1/CSF-1R. Plusieurs applications précliniques ont démontré que l’inhibition de cet axe 

combinée à de la chimiothérapie, radiothérapie ou immunothérapie, limite la résistance 

tumorale dans des modèles murins (262,263,257). Depuis, des inhibiteurs du CSF-1R ainsi que 
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des petites molécules inhibitrices de CSF-1R sont en cours d’essais cliniques. En 2019, le 

pexidartinib a été approuvé par l’agence américaine du médicament (Food and Drug 

Administrastion (FDA)) pour le traitement des tumeurs ténosynoviales à cellules géantes (264). 

 

1.4.2.6.3. L’induction des propriétés anti-tumorales des TAMs 

 

Quelques agents thérapeutiques ciblant les TAMs visent aussi à induire leurs rôles anti-

tumoraux. L’activation de la phagocytose des cellules cancéreuses par des inhibiteurs de 

l’interaction CD47/SIRPα en représente un exemple. En 2009, Majeti & al. sont les premiers à 

démontrer que l’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant CD47, surexprimé au niveau 

tumoral, permet d’induire la phagocytose des cellules souches leucémiques sur un modèle 

préclinique murin (265). Depuis, le ciblage de cette voie est impliqué dans un grand nombre 

d’essais cliniques de phases précoces et présente des effets prometteurs (266).  

 

1.4.2.6.4. La reprogrammation fonctionnelle des TAMs 

 

La reprogrammation fonctionnelle des TAMs implique la modulation de l’état d’activation 

des TAMs, leur permettant de passer d’un phénotype aux propriétés pro-tumorales à un 

phénotype aux propriétés anti-tumorales. L’activation des macrophages étant régulée par un 

grand nombre de voies de signalisation différentes (cf. 1.3), leur modulation offre ainsi un 

nombre important de cibles thérapeutiques potentielles et explique pourquoi la majorité des 

agents ciblant les TAMs utilisés dans les essais pré-cliniques et appliqués en cliniques (Figure 

14) vise la reprogrammation fonctionnelle des TAMs. Les cibles thérapeutiques modulant la 

polarisation des TAMs les plus étudiées sont décrites et résumées dans la Table 3.  

Parmi ces cibles thérapeutiques, nous pouvons détailler l’exemple des récepteurs TLRs, dont 

l’activation déclenche une réponse inflammatoire immunostimulatrice importante, médiée par 

la voie NF-κB. Plusieurs des agonistes TLR (TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9) ont ainsi montré sur des 

modèles précliniques, leur capacité à induire la reprogrammation fonctionnelle des TAMs vers 

un phénotype anti-tumorale (255). Par conséquent, les agonistes TLR sont considérés comme 

des cibles thérapeutiques potentielles pour renforcer la réponse immunitaire anti-tumorale. Le 

BCG (Bacille de Calmette et Guérin), et une souche vivante atténuée de Mycobacterium bovis 

stimulant les TLR2 et TLR4. Il s’agit du premier agent stimulant des TLRs approuvé par la FDA 

(267). L’imiquimod, agoniste du TLR7, a plus récemment été approuvé par la FDA, dans le cadre 

d’une administration topique dans le carcinome épidermoïde et basocellulaire (268). Enfin 

d’autres agonistes TLR, tels que l’agoniste TLR3 poly-ICLC et l’agoniste TLR9 vidotolimod, 

présentent des résultats cliniques prometteurs, sur la réponse immunitaire chez des patients 

atteints de gliome (269) et sur la levée de la résistance aux ICB chez des patients atteints de 

mélanome métastatique (270), respectivement. 

 

Récemment, les avancées biotechnologiques ont permis le développement de nouveaux 

systèmes thérapeutiques, pouvant cibler spécifiquement la plasticité fonctionnelle des TAMs 
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(Figure 15B). Par exemple, la génération de CAR-M (Chimeric Antigenic Receptor-

Macrophages), ciblant le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2), a 

permis d’améliorer la reconnaissance et l’élimination des cellules cancéreuses, le remodelage 

du TME et la présentation des antigènes aux cellules T CD8+. L’ensemble induit des 

caractéristiques pro-inflammatoires et anti-tumorales du macrophage dans un modèle murin 

de cancer de l’ovaire HER2+ (271). Enfin, le développement de nanoparticules a également 

permis d’améliorer l’administration spécifique aux TAMs pro-tumoraux d’agents 

thérapeutiques par plusieurs méthodes, en fonction de la sensibilité au pH du TME (272) ou 

encore par le couplage avec des protéines de surface ciblant ces TAMs pro-tumoraux (273).  

 

 

Figure 15 - Exemples de stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs.  

(A) Les quatre principales stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs appliquées en 

thérapeutique. (B) Les avancées conceptuelles pour les prochaines thérapies ciblant les TAMs, 

comprenant d’une part les macrophages modifiés par ingénierie cellulaire, les CAR-

macrophages, et d’autre part l’utilisation de nouveaux vecteurs d’administration avec les 

nanoparticules (231). 

 

Pour conclure, les macrophages du fait de leur diversité fonctionnelle sont impliqués dans 

plusieurs pathologies et notamment à toutes les étapes du développement tumoral. De 

multiples stratégies thérapeutiques ciblant les TAMs se sont développées, dans le but 

d’améliorer la réponse anti-tumorale. En particulier, la reprogrammation des TAMs permise par 

leur plasticité fonctionnelle et caractérisée par l’induction d’un phénotype anti-tumoral des 



57 

 

TAMs, représente un axe thérapeutique majeur très étudié, pour lequel de nombreuses cibles 

thérapeutiques ont été identifiées (Table 3). Il a récemment été montré que la radiothérapie 

est impliquée dans cette reprogrammation fonctionnelle des TAMs (274). 
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Agent 

thérapeutique 

Cible 

thérapeutique 

Voies de signalisation activées et/ou 

conséquences fonctionnelles 
Modèles/Indications 

Essais précliniques 

(Réf)/cliniques (NCT) 

Imiquimod Agoniste TLR7 
Activation de la voie NF-κB qui déclenche la 

sécrétion de cytokines immunostimulantes, dont 

l’IFN de type I (275). 

Carcinome baso-cellulaire 

superperficiel 

AMM 

(FDA et EMA) 

Resiquimod Agoniste TLR7/8 Mélanome Phase II : NCT00960752 

Dacetuzumab 
Agonistes CD40 

(récepteur du TNF) 

Induction de l’expression du CMH-I et la 

sécrétion de cytokines inflammatoires, stimule la 

réponse anti-tumorale des cellules T (276). 

Leucémie lymphoïde 

chronique 
Phase II : NCT00283101 

Lucatumumab 
Lymphome hodgkinien et 

non hodgkinien 
Phase II : NCT00670592 

Microbiote 

Agonistes STING 
Induction de la voie TBK1/IRF3 et production 

d’IFN de type I (277,278). 

Lymphome, carcinome du 

colon et mélanome 
(277) 

DMXAA 
Cancer du sein déplété pour 

BRCA1 
(278) 

Anticorps anti-

TREM2 (PY314) 
TREM2 

Modulation de l’expression des molécules de co-

stimulation (CD80/CD86) (279). 
Tumeurs solides avancées 

Phase Ia/Ib : 

NCT04691375 

Idelalisib 
Inhibiteurs PI3Kγ 

Activation de NF-κB et inactivation de C/EBPβ, 

favorisant la réponse immunostimulatrice des 

TAMs (280). 

Leucémie lymphoïde 

chronique (+/-rituximab) 
Phase III : NCT01539512 

IPI-549 Carcinome mammaire (280) 

Anticorps anti-

MARCO 

Récepteur éboueur 

MARCO 

Induction de l’élimination tumorale par 

activation des cellules NK, médié par l’expression 

de TRAIL (281,282). 

Mélanome (+/- ICB) (281) 

CHR-2845  

Inhibiteurs HDACs 

Induction de l’accessibilité de la chromatine des 

gènes médiant l’activité phagocytaire et 

immunostimulatrice des TAMs (283). 

Tumeurs malignes 

lymphoïdes 
Phase I : NCT00820508 

TMP195 
Cancer du sein et métastases 

pulmonaires 
(283) 

Table 3 - Cibles thérapeutiques majoritaires visant la reprogrammation fonctionnelle des TAMs. 

C/EBP : CCAAT/Enhancer-Binding Protein ; CMH-I : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ; HDACs : histones désacétylases ; ICB : inhibiteurs des points 

de contrôle immunitaires ; IFN : interféron ; NCT : numéro d’essai clinique ; NF-κB : nuclear factor-kappa B ; NK : cellules natural killer ; STING : stimulateur des 

gènes de l’interféron ; TAMs : macrophages associés aux tumeurs ; TLR : récepteur de type Toll ; TREM : transmembrane protein triggering receptor expressed on 

myeloid cells ; TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand. Adaptée de (255).
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2. LA RADIOTHÉRAPIE 
 

La radiothérapie (RT) se base sur l’utilisation de rayons à haute énergie ou de substances 

radioactives, afin d’endommager les cellules tumorales et stopper leur croissance et leur 

division.  

 

2.1. De la découverte jusqu'au traitement du cancer 

 

Les rayons X ont été découverts par Wilhem Röngten en 1895. Cette même année, il s’en 

est suivi le traitement palliatif du tout premier patient atteint d’un cancer à l’aide de ces 

rayonnements ionisants (284). En parallèle, en 1898, Marie Sklodowska-Curie et Pierre Curie 

découvrent le radium comme source de rayonnement particulaire et décrivent les effets 

physiologiques des rayons de radium, aux côtés d’Henri Becquerel, à l’origine de la découverte 

de la radioactivité naturelle quelques années auparavant (284). Enfin, ce n’est qu’en 1920 que 

l’intérêt du fractionnement de la dose d’irradiation a été prouvé pour le contrôle de la 

croissance tumorale et la réduction des effets secondaires (284).  

 

Depuis ces découvertes, l’utilisation de la RT s’est largement développée, jusqu’à 

représenter aujourd’hui un traitement majeur du cancer, avec plus de 50% des patients atteints 

de cancer recevant des rayonnements ionisants au cours de leur prise en charge (285). La RT 

est, en effet, indiquée dans plusieurs types de cancer et peut être utilisée selon plusieurs 

intentions, en tant que : 

- traitement de première ligne de cancers localisés seule ou en association avec la 

chimiothérapie (285), 

- thérapie néo-adjuvante afin de réduire le volume tumorale avant résection chirurgicale (285), 

- thérapie adjuvante afin de prévenir les récidives après intervention chirurgicale (e.g. cancer 

du sein) (285), 

- soins palliatifs, en tant que traitement symptomatique, en soulageant la pression tumorale 

exercée sur les organes environnants, chez les patients en phase avancée ou terminale (286).  

 

La RT peut être délivrée par voie externe, on parle de RT par faisceau externe (EBRT, external 

beam radiotherapy), ou par voie interne.  Dans ce dernier cas, soit la source de rayons est 

introduite à proximité ou au sein des lésions à traiter, on parle de curiethérapie, ou soit les 

rayons sont administrés par un médicament porteur d’un radio-isotope, sélectivement absorbé 

par le tissu ciblé, on parle de RT interne vectorisée (285). L’EBRT est la forme la plus courante 

de RT et au cours du temps différents types d’EBRT se sont développés (287) : 

- la RT conformationnelle tridimensionnelle (3D-CRT) remplace la RT 2D et permet la 

reconstruction 3D de la tumeur et ainsi un meilleur ciblage des rayons vers la zone tumorale 

(287), 

- la RT à modulation d’intensité (IMRT) est un type de RT 3D, permettant de délivrer des 

rayonnements de différentes intensités selon la région tumorale ciblée (288), 
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- la RT guidée par l’image (IGRT) se base sur l’imagerie avant et pendant la RT afin de délivrer 

les rayons selon la progression tumorale (289), 

- la RT corporelle stéréotaxique (SBRT) permet d’administrer des doses précises et élevées de 

radiations, en concentrant plusieurs faisceaux de rayons au niveau de tumeurs bien définies et 

situées dans le corps (290), 

- la protonthérapie utilise des faisceaux de protons, qui ne diffusent pas dans les tissus 

adjacents lors de leur trajet dans le corps et s’arrêtent une fois dans la tumeur, permettant ainsi 

de réduire la dose de rayonnement reçue par les tissus adjacents sains (291).  

 

Récemment, une nouvelle technologie de RT s’est développée : la RT FLASH. Elle consiste à 

délivrer une dose à des débits de dose ultra-élevés (>40Gy/s), largement supérieurs aux débits 

de dose conventionnels (environ 5Gy/min) utilisés en clinique (292). Plusieurs études ont 

montré la capacité de l’irradiation FLASH à épargner les tissus sains tout en maintenant une 

cytotoxicité tumorale en comparaison à la RT conventionnelle, dans plusieurs modèles in vivo 

(293–295).  

 

L’intégration de tous ces développements technologiques permet une RT plus précise, tout 

en minimisant ses limites associées aux toxicités aiguës et chroniques des tissus sains 

avoisinants. Parallèlement, l’élargissement des connaissances en biologie des radiations, par la 

mise en lumière des différents mécanismes cellulaires engendrés, stimule également le 

développement de la RT et la limitation de la toxicité associée. 

 

2.2. La radiobiologie 

2.2.1. Les radiations ionisantes 

 

Les radiations ionisantes (ou rayonnements ionisants, RI) constituent une forme d’énergie 

importante capable de transformer les atomes, en éjectant les électrons du nuage électronique 

gravitant autour : on parle d’ionisation de la matière. Les RI sont composés (i) de rayonnements 

électromagnétiques de haute énergie (les rayons X et les rayons γ) et (ii) de rayonnements 

particulaires (particules alpha ou bêta et neutrons) (296). Nous nous intéresserons uniquement 

au premier cas. 

 

Les rayonnements électromagnétiques, composés des rayons X et γ, se caractérisent par 

l’émission de faisceaux de photons, qui sont largement utilisés en RT externe. Les photons émis 

sont capables de pénétrer profondément les tissus des patients (296). Selon l’énergie du 

photon émis (E) et le numéro atomique (Z) du matériau ciblé par les rayons, trois processus 

d’interaction entre le photon et la matière ont été décrits : 

- l’effet photoélectrique : l’énergie du photon incident est entièrement transférée à un électron 

qui est éjecté de l’enveloppe interne de l’atome (Figure 16A). Cela entraîne un réarrangement 

du nuage électronique, avec soit émission d’un photon de fluorescence ou soit d’un électron 

Auger. Cet effet photoélectrique est utilisé pour l’imagerie diagnostique (296). 
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- l’effet Compton : le photon incident transfère une partie de son énergie à un électron 

périphérique, il s’en suit l’éjection de l’électron et du photon avec son énergie restante (Figure 

16B). En RT, c’est l’interaction la plus rencontrée (296). 

- la création de paires : le photon interagit avec le noyau de l’atome et toute son énergie est 

convertie en un positron et un électron (Figure 16C). Le positron, en rencontrant un électron 

de la matière, s’annihile en émettant deux photons de 511keV (296). 

 

 

Figure 16 - Les trois principaux processus d'interaction des photons en RT.  

(A) Effet photoélectrique ; (B) Effet Compton ; (C) Création de paires. Adaptée de (296). 

 

Ce sont ces électrons éjectés à la suite de l’interaction photons-matière, qui sont 

responsables de l’ionisation de la matière. Les rayons X et γ ionisent ainsi de manière indirecte 

le tissu cible. 

Dans le cadre de ce travail de thèse, les effets observés seront ceux crées par des photons, 

issus de rayons X. 

 

2.2.2. Effets cellulaires directs et indirects 

 

Les IR entraînent des dommages cellulaires, dus à l’absorption d’énergie générée par les 

électrons. Ces dommages cellulaires peuvent être divisés en effets directs ou indirects. Dans le 

cas d’un transfert d’énergie linéaire (TEL) élevé (particules alpha, neutrons), ou lorsque de fortes 

doses de RI sont appliquées, les effets directs prédominent aux effets indirects (297). 

 

Les effets directs 

La première cible directe des RI au niveau cellulaire est l’ADN, engendrant une déformation 

structurelle, appelée dommage à l’ADN. Il est estimé qu’entre 30 à 40% des dommages à l’ADN 

induits par les RI sont causés par des effets cellulaires directs (298). Les lésions de l’ADN 

induites par l’irradiation comprennent les modifications bases-sucres, les cassures simple brin 

(CSB) et les cassures double brins (CDB), ces dernières étant les plus cytotoxiques (299). 

Récemment, il a été décrit des sites de « cluster » de dommages induits par les RI, regroupant 

plusieurs lésions de l’ADN. La formation de ces clusters augmente avec un rayonnement de 

TLE élevé et influe la réparabilité des dommages (299).  
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Les effets indirects 

L’effet indirect des RI affecte, d’une part, les molécules d’eau, principal constituant de la 

cellule et provoque la radiolyse de l’eau, engendrant la génération de radicaux libres, tels que 

l’hydroxyle (HO•), l’anion superoxyde (O2•-) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2). D’autre part, 

les RI peuvent aussi activer les NOS afin de générer des espèces réactives de l’azote. Les ROS 

et RNS ainsi produits interagissent avec les molécules d’ADN et induisent des dommages 

structurelles moléculaires (297). Ces effets cellulaires indirects sont responsables entre 60 à 

70% des lésions de l’ADN induites par les RI (298).  

 

2.2.2.1. Dommages à l’ADN 

 

L’induction des lésions cellulaires de l’ADN déclenche des voies de réponse de réparation 

de l’ADN. Selon le type de lésions, la signalisation des dommages à l’ADN diffère et implique 

différents senseurs, transducteurs et effecteurs du signal. Les CDB sont détectées par le 

complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN), qui va recruter et activer la kinase ATM (ataxia 

telangiectasia mutated). Les CSB sont, quant à elles, détectées par la protéine de réplication A 

(RPA) et le complexe RAD9-RAD-1-HUS-1 (9-1-1), qui activent la kinase ATR (ataxia 

telangiectasia and Rad3-related protein). Les kinases ATM et ATR, ainsi activés, phosphorylent 

différents médiateurs, dont la protéine histone H2AX. La forme phosphorylée de cette dernière 

sur la sérine 139, appelée γH2AX, permet l’amplification de la signalisation des dommages à 

l’ADN, notamment par le recrutement d’autres protéines de signalisation (MDC1, RNF8, RAP80, 

53BP1) (300). L’accumulation de molécules H2AX phosphorylées au niveau des cassures 

doubles brins est appelée « foci » de γH2AX. La formation de ces derniers a lieu après quelques 

minutes d’irradiation (301). L’activation d’ATM et d’ATR phosphoryle également des substrats 

impliqués dans l’induction des points de contrôle du cycle cellulaire : tels que la kinase 2 du 

point de contrôle (Chk2) et Chk1 respectivement, ou encore la protéine du gène 1 du cancer 

du sein (BRCA1). La kinase Chk2 phosphoryle la protéine suppresseur de tumeur p53, 

augmentant l’expression de p21 et induisant l’arrêt en phase G1, tandis que Chk1 active la 

phosphatase du cycle de division cellulaire 25 (CDC25), entraînant l’arrêt en phases S et G2/M 

(302) (Figure 17). De plus, il est intéressant de noter que Chk1 peut aussi être impliquée dans 

l’arrêt du cycle dépendant de p53, tout comme Chk2 dans celui dépendant de CDC25 (303). 

Enfin, la protéine BRCA1 est impliquée dans le contrôle du point de contrôle G2/M (304). 
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Figure 17 - La signalisation des voies de dommages à l'ADN.  

53BP1: P53-Binding Protein 1 ; ATM : ataxia telangiectasia mutated ; ATR : Ataxia Telangiectasia 

and Rad3-related ; ATRIP : protéine interagissant avec ATR ; BRCA1 : protéine du gène 1 du 

cancer du sein ; CDC25 : Cell Division Cycle 25 ; CHK1 : kinase 1 du point de contrôle ; CHK2 : 

kinase 2 du point de contrôle ; DNA : acide désoxyribonucléique ; H2AX : membre X de la 

famille d’histone H2A ; MDC1 : médiateur 1 du point de contrôle des dommages à l’ADN ; 

MRE-11 : Meiotic Recombination homolog 11 ; NBS1 : Nijmegen breakage syndrome protein 1 ; 

RPA : protéine de réplication A (305). 

 

Les points de contrôle du cycle cellulaire induits favorisent un arrêt du cycle, afin que les 

mécanismes de réparation de l’ADN se mettent en place pour restaurer l’intégrité de l’ADN. 

Brièvement, après la détection de CDB, deux voies de réparation de l’ADN sont impliquées : (i) 

la jonction non homologue (NHEJ), favorisant la ligature directe des deux extrémités des 

cassures, et (ii) la recombinaison homologue (HR), permettant la synthèse d’un brin d’ADN 

complémentaire à partir d’une séquence homologue située sur la chromatide sœur (306). De 

leur côté, les CSB induites par les RI impliquent la voie de réparation par excision des bases 

(307). Si le processus de réparation n’aboutit pas, l’accumulation de lésions de l’ADN peut soit 

contribuer à la mort cellulaire (308), la sénescence (309), ou soit conduire à l’accumulation 

d’anomalies chromosomiques, parfois favorables à l’établissement d’un cancer (310). De plus, 

il existe de nombreux exemples de prédispositions héréditaires au cancer associées à des 
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mutations dans des gènes impliqués dans la voie de signalisation des dommages à l’ADN et 

dans la réparation de l’ADN (e.g. le cancer héréditaire du sein et de l’ovaire, lié à une variante 

germinale dans BRCA1 et BRCA2 (311,312)). Par conséquent, la réponse et la réparation aux 

dommages de l’ADN déterminent le destin de la cellule et les réponses tumorales aux RI.  

 

2.2.2.2. Micronoyaux et instabilité génomique 

 

L’instabilité génomique se définit par l’incapacité du génome à conserver son intégrité 

structurelle et numérique. Elle peut s’expliquer, d’une part par des anomalies structurelles, 

telles que des mutations ou des réarrangements chromosomiques, et d’autre par des 

anomalies numériques avec la perte ou le gain de chromosomes entiers, aussi appelée 

instabilité chromosomique (313). Les défauts dans la réparation des dommages à l’ADN induits 

par les RI, peuvent être à l’origine d’aberrations chromosomiques et de mutations et ainsi 

contribuer à l’instabilité génomique induite par les RI (314). En conséquence de cette instabilité 

génomique et chromosomique induite par les RI, l’ADN est libéré dans le cytoplasme, par la 

formation de micronoyaux. 

 

Les micronoyaux sont de petits noyaux, isolés dans l’espace du noyau principal. Ils peuvent 

provenir soit de la perte de chromosomes entiers à l’anaphase (Figure 18 gauche) ou soit de 

fragments d’ADN provenant d’un chromosome acentrique ou de cassures d’ADN non réparées 

(Figure 18 droite) (315). La fréquence de ces micronoyaux a été corrélée au niveau des 

lymphocytes sanguins, avec la dose de rayonnement (316). 

 

 

Figure 18 - Mécanismes de formation des micronoyaux (317). 

 

Enfin, les micronoyaux possèdent des défauts dans l’assemblage de la lamine nucléaire, et 

sont ainsi sujets à la rupture de l’enveloppe nucléaire (318). La rupture des micronoyaux, libère 

alors l’ADN dans le cytoplasme. Cet ADN cytoplasmique active ensuite des senseurs d’ADN 

cytoplasmiques, déclenchant des voies de signalisation, conduisant à une réponse interféron 

de type I (313,315), qui seront décrites ultérieurement.  
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2.2.2.3. Dysfonctionnement mitochondrial 

 

La production de ROS par les RI est connue pour impacter les mitochondries et en particulier 

l’ADNmt (319). Il a été montré que les lésions de l’ADNmt entrainent une diminution de 

l’efficacité de la fonction mitochondriale, se traduisant par une production excessive de ROS 

mitochondriaux et une nouvelle accumulation de lésions de l’ADNmt, ainsi que des lésions de 

l’ADN nucléaire (320).  

 

Cependant, les mécanismes impliquant le dysfonctionnement des mitochondries 

dépendant des RI restent peu clairs. D’une part, une diminution du potentiel de membrane 

mitochondriale a été observée après irradiation par plusieurs équipes (321,322). D’autre part, 

plusieurs études ont montré une augmentation significative de la masse mitochondriale, après 

RI (322–324). Une dépolarisation mitochondriale et une augmentation de la masse 

mitochondriale peuvent être associées à une fission mitochondriale importante. Dans ce sens, 

Kobashigawa et ses collaborateurs ont été les premiers à montrer que les RI induisent des 

changements dans la dynamique des mitochondries. Ils ont montré que l’exposition aux 

radiations entraîne une fission mitochondriale excessive dépendante de la protéine DRP1. De 

plus, l’inhibition de DRP1 empêche la perte de potentiel membranaire mitochondriale ainsi que 

la production de ROS mitochondriaux. Ils soulignent ainsi que la dynamique mitochondriale 

dépendante de DRP1 influe sur la dysfonction mitochondriale induite par les RI (325). Dans une 

autre étude, Jin et al. ont démontré que selon le TEL des rayonnements, des différences dans 

la dynamique des mitochondries sont observées. L’irradiation par des ions carbone à TEL élevé 

conduit à une fragmentation mitochondriale. En revanche, l’irradiation par rayons X de faible 

dose favorise la fusion mitochondriale jusqu’à 1Gy, au-delà la fission mitochondriale est 

détectée. Cette même étude a ensuite montré que la fission observée est dépendante de la 

phosphorylation S616 de DRP1, médiée par ERK1/2 (326).  

 

Enfin, les mitochondries sont également impliquées dans l’instabilité génomique induite par 

les radiations, par la libération d’ADNmt dans le cytoplasme. Un excès de stress oxydatif peut 

perturber l’intégrité de l’ADNmt et conduire à sa libération (313). Une étude utilisant de 

l’imagerie à super résolution a montré cette libération cytosolique d’ADNmt après irradiation 

(327). D’autres mécanismes aboutissant à la libération d’ADNmt après RI peuvent être 

impliqués, comme la formation du canal anionique voltage-dépendant 2 (VDAC2), servant de 

pore pour la sortie d’ADNmt (328) ou encore la perméabilisation de la membrane externe 

mitochondriale au cours de l’apoptose, qui peut être induite par les RI (329). Cette libération 

d’ADNmt peut jouer un rôle dans l’activation de réponses de l’interféron de type I, qui sera 

détaillée ultérieurement. 
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2.2.3. Les conséquences fonctionnelles des radiations ionisantes 

2.2.3.1. L’induction de processus de mort cellulaire  

 

Les différentes modalités de mort cellulaire induites après exposition aux RI sont largement 

décrites dans la littérature. Les différentes voies de signalisation impliquées vont être détaillées 

brièvement et quelques-unes sont résumées en Figure 19. 

 

 

Figure 19 – Exemples des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans les 

processus de mort cellulaire induits par les RI (330). 

 

2.2.3.1.1. Processus de mort cellulaire typique 

 

Trois types de mort cellulaire induite par la RT ont été identifiés comme des processus de 

mort cellulaire typique, en fonction de leurs caractéristiques morphologiques, biochimiques et 

enzymatiques : (i) l’apoptose (type I), (ii) la mort cellulaire par autophagie (type II) et (iii) la 

nécrose et nécroptose (type III) ; 

 

L’apoptose est le processus de mort cellulaire programmée le plus induit par les RI. Elle se 

caractérise par des altérations morphologiques, telles que la fragmentation nucléaire 

(caryohexis), la condensation de la chromatine (pyknose) et la formation de corps apoptotiques 

(331). L’initiation de l’apoptose par les RI est médiée par deux voies de signalisation différentes. 

La voie intrinsèque implique des signaux intracellulaires, tels que les dommages à l’ADN en 

réponse aux RI induisant l’activation de p53, qui conduit à la régulation de l’expression des 

protéines de la famille BCL-2 (B-cell lymphoma 2). Parmi elles, les protéines pro-apoptotiques 

BAX (BAX et BAK) vont s’associer et former un pore dans la membrane mitochondriale. Il s’en 
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suit la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP) et la libération de 

facteurs pro-apoptotiques, tels que le cytochrome c. Ce dernier se lie avec le facteur 

d’activation de l’apoptose-protéase 1 (Apaf-1) et la pro-caspase-9, formant ainsi un complexe 

appelé « apoptosome », qui active la caspase-9 par clivage protéolytique. Une fois activée, 

cette protéase active d’autres caspases en aval, notamment la caspase-3, nécessaire pour initier 

les caractéristiques apoptotiques (330).  

La voie extrinsèque implique des récepteurs transmembranaires de mort, appartenant à la 

famille des récepteurs au TNF et activés par des signaux de mort (332). L’interaction FasL-Fas 

est l’une des plus décrites, entraînant le recrutement de la protéine adaptatrice FADD. Cette 

dernière s’associe ensuite à la pro-caspase 8, formant ainsi un complexe de signalisation 

induisant la mort (DISC), en entraînant l’activation de la caspase-8 (332). L’irradiation a été 

montrée comme régulant positivement ces récepteurs de mort, par exemple l’expression de 

Fas, au niveau des cellules tumorales, par un mécanisme dépendant de p53 (333). 

 

La mort cellulaire par autophagie se définit comme une mort cellulaire de type II, pouvant 

être induite par l’irradiation. Morphologiquement, elle se caractérise par l’apparition 

d’autophagosomes dans le cytoplasme (334). Elle est déclenchée à la suite d’une induction 

excessive d’autophagie, processus distinct se définissant comme une voie lysosomale 

participant au maintien de l’homéostasie cellulaire, en éliminant les protéines mal repliées ainsi 

que les organites endommagés (335). Le rôle de l’autophagie dans la réponse aux RI est à 

double tranchant, avec des études montrant son rôle anti-tumoral (336) et d’autres son rôle 

pro-tumoral (337). Dans les cellules tumorales mammaires et colorectales, il a été montré que 

l’induction de la mort cellulaire par autophagie, permet de basculer l’effet cytoprotecteur 

autophagique dépendant de p53 vers un effet cytotoxique (338,339). Par ailleurs, la mort 

cellulaire par autophagie peut être bloquée par l’inhibition pharmacologique ou génétique de 

la fonction autophagique. Il a été montré que la protéine autophagique ATG5 est impliquée 

dans l’induction de la mort cellulaire autophagique induite par les RI (340). De plus, cette mort 

cellulaire de type II est activée dans les cellules incapables d’apoptose et conduit à une réponse 

anti-tumorale aux RI (341). L’autophagie induite par les RI contribue ainsi à l’élimination des 

cellules tumorales, par l’induction de la mort cellulaire autophagique. 

 

La nécrose et la nécroptose se définissent comme des morts cellulaires de type III, induites 

par les RI. La nécrose est un mode de mort cellulaire incontrôlée, exécutée en réponse à des 

conditions défavorables. Or, dans les cellules cancéreuses anaplasiques de la thyroïde et de la 

corticosurrénale (342), il a été montré la capacité des RI à induire une nécrose programmée . 

Dans ce cas, la nécrose peut être régulée par des récepteurs de mort (Fas, TRAIL) ou lorsque 

l’apoptose est inhibée, on parle alors de « nécroptose » (343). Ces deux morts se caractérisent 

par un gonflement des organites, une rupture de la membrane plasmique, une perte des 

composants intracellulaire, le tout menant à la lyse de la cellule (330). De faibles doses de RI 

induisent généralement la mort cellulaire par l’induction de l’apoptose, tandis que de fortes 

doses mènent à la nécrose dans un modèle d’ostéosarcome (344).  
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2.2.3.1.2. Processus de mort cellulaire atypique 

 

La mort cellulaire induite par les RI implique également des modalités de mort cellulaire 

atypique, comprenant la catastrophe mitotique, l’entose et le cannibalisme cellulaire.  

 

La catastrophe mitotique résulte d’une mitose aberrante. Il s’agit d’un mécanisme par lequel 

les cellules entrent prématurément ou de manière inappropriée en mitose, menant à la mort 

cellulaire et qui peut être induite par les RI (345). En effet, une grande majorité des cellules 

tumorales sont mutées pour p53 et ne peuvent ainsi pas activer de manière efficace les points 

de contrôle du cycle cellulaire afin d’initier l’arrêt du cycle et de procéder à la réparation de 

l’ADN à la suite des RI. En conséquence, les cellules entrent en l’état en mitose et subissent la 

catastrophe mitotique (346). Enfin, les cellules subissant cette mort cellulaire atypique peuvent 

mourir d’apoptose ou de nécrose retardées ou encore entrer en sénescence (347), remettant 

ainsi en question la qualité de modalité de mort cellulaire finale de la catastrophe mitotique. 

 

L’entose se définit par l’invasion d’une cellule vivante dans une autre cellule non 

phagocytaire. Le cannibalisme cellulaire, quant à lui, est un processus au cours duquel une 

cellule vivante engloutit une autre cellule vivante. Ces deux processus correspondent à des 

processus de mort cellulaire, formant des structures homotypiques, dites « cellule dans une 

cellule » (348). Une fois ingérée, la cellule internalisée meurt par dégradation lysosomale 

dépendante de l’autophagie de la cellule cible (349). Lorsque l’autophagie n’est pas 

fonctionnelle, les cellules peuvent être dégradées par apoptose (349). Dans de nombreux types 

de cancers, la structure « cellule dans une cellule » est retrouvée (350), pouvant être associée 

à un bon pronostic (e.g. cancer du sein (351)) ou un mauvais pronostic (e.g. cancer du pancréas 

(352)). De plus, Martins et al. ont précédemment montré le rôle de la RT dans l’induction de 

l’entose (353).  L’implication de ces morts cellulaires dans la progression tumorale reste à être 

définie plus clairement. 

 

2.2.3.1.3. Sénescence 

 

Outres les modalités canoniques de mort cellulaire décrites, la sénescence cellulaire peut 

aussi être induite et contribuer à l’élimination des cellules tumorales après RT, selon la dose et 

le type cellulaire. L’accumulation des dommages à l’ADN déclenche l’arrêt du cycle cellulaire et 

contribuent à la sénescence (354). Les cellules arrêtent de proliférer. Il s’agit d’un processus 

actif et maintenu par des voies dépendantes de p53/p21 ou p16 (309). Les cellules sénescentes 

sont caractérisées par une augmentation de l’activité de la β-galactosidase et la sécrétion du 

phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP). Une fois sécrété, le SASP (e.g. IL-1β, IL-6, 

IL-8, CXCL1, VEGF, TGF-β) est impliqué dans l’induction d’activités bénéfiques ou nocives (309). 

Des rôles ambivalents ont été décrits pour la sénescence associée à la RT, dans le cancer 

pulmonaire la sénescence augmente la radiosensibilité (355) et au contraire favorise la 

radiorésistance dans le carcinome de la tête et du cou (356).  
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2.2.3.2. Effets non ciblés des rayonnements ionisants 

2.2.3.2.1. Effet abscopal 

 

Historiquement, l’efficacité de la RT a été décrite comme résultant des effets cytotoxiques 

au niveau de la zone irradiée. Cependant, plusieurs cas ont démontré un effet anti-tumoral à 

distance de la zone irradiée. Abscopal se définissant comme « à distance du volume irradié 

mais dans le même organisme », cet effet à distance a été nommé effet abscopal en 1953 par 

R. H. Mole (357). 

Brièvement, après irradiation des cellules tumorales, l’antigène spécifique de la tumeur est 

reconnu par les cellules présentatrices de l’antigène, telles que les cellules dendritiques. Ces 

dernières migrent vers les ganglions lymphatiques et activent les lymphocytes T CD8+, qui 

acquièrent la capacité de se différencier en lymphocytes T cytotoxiques. Ces cellules T activées 

sont capables de migrer vers les sites tumoraux situés dans les champs irradiés et non irradiés, 

et d’éliminer les cellules tumorales, conduisant ainsi à une réponse anti-tumorale locale et 

systémique (358).  

Associé à la RT seule, quelques cas ont été rapportés chez les patients irradiés dans de 

nombreux types de tumeurs : une revue systématique de 2016 a rapporté 46 cas totaux entre 

1969 et 2014 (359), une autre a rapporté 51 cas entre 1973 et 2019 (360). Par exemple, Okuma 

et al. ont observé pour le cas d’un homme traité par RI dans le cadre d’un carcinome 

hépatocellulaire, une régression tumorale au niveau des sites métastatiques pulmonaires non 

irradiés (361). Ces dernières années, avec la découverte des immunothérapies, la combinaison 

de la RT avec les inhibiteurs des checkpoints immunitaires (ICB) a permis une augmentation de 

l’incidence des effets abscopaux. En effet, les ICB potentialisent la réponse des cellules T, en 

levant un mécanisme responsable de leur inhibition. Les résultats de plusieurs essais cliniques 

ont confirmé que lors de cette combinaison RI + ICB, l’effet abscopal est observé chez 30% des 

patients (362).  

 

2.2.3.2.2. Effet bystander 

 

L’effet « bystander » (spectateur en anglais) désigne ainsi les effets sur les cellules non 

irradiées, situées à proximité des cellules irradiées (363). Cet effet décrit la conséquence 

radiobiologique d’une communication locale entre ces cellules, qui peut être médiée de 

manière directe ou indirecte. D’une part, de manière directe, la production de ROS induite par 

les RI et issue des cellules irradiées peut affecter les cellules non irradiées. La communication 

locale peut également s’établir par des jonctions cellulaires directes entre cellules irradiées ou 

non (363). D’autre part, de manière indirecte, ces communications intercellulaires peuvent se 

produire par la production par les cellules irradiées de facteurs solubles, tels que TGF-β, IL-8, 

le ligand de mort FasL ou encore les exosomes (363). Un test d’analyse de la mort cellulaire, 

utilisant la cytométrie en flux d’imagerie multispectrale a été développé par notre équipe. Il a 

été révélé la capacité des deux types de cellules à subir soit une mort cellulaire directe (cellules 

irradiées) ou soit des effets létaux bystander (cellules non traitées) à la suite d’une irradiation 
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(353). 

De plus, les cellules de proximité en plus de répondre aux signaux des cellules irradiées, 

peuvent également influencer à leur tour ces dernières, suggérant ainsi un dialogue réciproque, 

qui module les réponses aux RI (364) Selon la dose et le type de RI, la signalisation de proximité 

peut soit induire la mort cellulaire (par des dommages à l’ADN et une instabilité génomique) 

ou soit une survie accrue (365). 

 

2.2.3.3. Les conséquences immunologiques des radiations ionisantes 

 

En plus de son rôle cytotoxique direct, la RT induit également des fonctions 

immunologiques, permettant de stimuler le système immunitaire contre les tumeurs.  

 

2.2.3.3.1. Mort cellulaire radio-induite immunogène  

 

La mort cellulaire immunogène (ICD) est un type de mort cellulaire régulée, pouvant être 

induite par divers facteurs de stress cellulaire (366).  Plusieurs études ont suggéré le rôle de la 

RT dans l’induction de l’ICD et l’influence de la dose, le type de rayonnement et le 

fractionnement de l’irradiation sur l’ICD, on parle ainsi d’ICD radio-induite (367). 

 

L’ICD déclenche une réponse immunitaire anti-tumorale, médiée par les lymphocytes T 

CD8+, à la suite de la libération ou l’exposition de DAMPs. La RT par l’induction d’un stress 

cellulaire, principalement médié par les ROS, conduit à la libération de plusieurs DAMPs. Ces 

derniers peuvent impliquer des signaux « find-me » tels que l’adénosine triphosphate (ATP) et 

l’HMGB1 (high-mobility group box 1), ou des signaux « eat-me » tels que la calréticuline (CRT) 

et les protéines de choc thermiques (HSP). Ces signaux de danger sont reconnus par les PRRs 

au niveau des CPA, notamment les cellules dendritiques, qui sont ainsi recrutés au niveau 

tumoral. L’activation des DCs se traduit par l’ingestion des cellules tumorales et l’exposition 

des antigènes tumoraux à leur surface. Il s’en suit leur migration vers les ganglions 

lymphatiques, afin d’amorcer les cellules T CD8+ naïves spécifiques de la tumeur, qui vont 

induire l’apoptose des cellules tumorales (367). 

 

Selon la nature du signal de danger, trois processus associés à l’induction de l’ICD au niveau 

tumoral ont été identifiés en réponse à la RT. Premièrement, l’exposition pré-apoptotique de 

la calréticuline (CRT) à la surface des cellules cancéreuses mourantes est induite à la suite d’un 

stress du réticulum endoplasmique. Elle engendre des effets pro-phagocytaires : la CRT se lie 

au récepteur CD91 des CPA et améliore l’absorption des antigènes associés à la tumeur et 

l’induction de la cytotoxicité des cellules T CD8+ (368,369). D’autre part, la libération post-

mortem de la protéine nucléaire HMGB1 dans l’espace extracellulaire permet sa reconnaissance 

par le récepteur TLR4. L’interaction HMGB1-TLR4 stimule la libération de cytokines pro-

inflammatoires et active la présentation croisée optimale des antigènes aux lymphocytes T 

(370). Il est à noter qu’une sécrétion chronique d’HMGB1 peut au contraire induire une 
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inflammation chronique immunosuppressive et être responsable d’une radio-résistance (371). 

Enfin, la libération d’ATP par les cellules mourantes est impliquée dans l’induction de l’ICD. Elle 

est médiée par des mécanismes distincts, tels que l’autophagie, l’exocytose lysosomale, 

l’apoptose et la perméabilisation de la membrane plasmique (372). Premièrement l’autophagie 

pré-mortem facilite la libération d’ATP, via l’exocytose lysosomale dépendante de la protéine 

lysosomale LAMP1 (373). Cette dernière transite vers la membrane plasmique d’une manière 

strictement dépendante des caspases. De plus, les caspases induisent aussi l’ouverture des 

canaux de la pannexine 1 (Panx1) au cours de l’apoptose, pouvant libérer l’ATP. Les canaux de 

Panx1 sont également nécessaires à la translocation de LAMP1 vers la membrane plasmique 

(372).  Enfin, les caspases et l’expression de Panx1 sont essentielles à l’augmentation partielle 

de perméabilité membranaire précédant la rupture complète de la membrane plasmique post-

apoptose, médiée par l’activation de la protéine kinase ROCK-1 (372). L’ensemble de ces 

mécanismes permet la libération de l’ATP (Figure 20), qui peut alors se lier à ses récepteurs, 

les récepteurs purinergiques. L’ATP peut d’une part, se lier au récepteur métabotropique P2Y2 

et agir comme un chimioattractant des CPA et stimuler leur maturation (367). D’autre part, 

l’ATP peut aussi se lier au récepteur ionotropique P2X7 des CPA et conduire à l’activation de 

l’inflammasome NLRP3. En conséquence de cette activation, des cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-1β sont libérées et conduisent à l’activation des lymphocytes T cytotoxiques 

(374). L’activation de ces récepteurs purinergiques sera détaillée ultérieurement. 

 

 

Figure 20 - Schéma des mécanismes moléculaires de la sécrétion d'ATP durant la mort 

cellulaire immunogène (372). 

 

Enfin récemment, l’ICD radio-induite a aussi été associé à un mécanisme d’induction d’une 

réponse interféron de type I, déclenché par la libération d’ADN cytosolique par les RI.  
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2.2.3.3.2. Réponse cellulaire immunostimulatrice (cGAS-STING-IFN type I) 

 

La RT induit la sécrétion cytosolique d’ADN, soit par la rupture des micronoyaux ou soit par 

la fuite au niveau mitochondrial, tous deux dépendants des effets directs ou indirects des RI. 

En présence de cet ADN cytosolique et afin de maintenir l’homéostasie cellulaire, les cellules 

utilisent des capteurs d’ADN, capables de reconnaitre les acides nucléiques et d’activer les voies 

de signalisation en aval. En conséquence cela entraîne des réponses inflammatoires et 

l’activation de réponses immunitaires. Parmi les capteurs d’acides nucléiques, les PRRs au 

niveau intracellulaire, tels que les TLR3/7/8 et 9 peuvent être cités, ainsi que les récepteurs RIG-

1 like reconnaissant l’ARN cytoplasmique ou encore la guanosine monophosphate – adénosine 

monophosphate cyclique (GMP-AMP cyclique) synthase (cGAS) reconnaissant l’ADN 

cytoplasmique (375). Cette dernière régit à ce jour l’une des principales voies de médiation de 

la réponse immunitaire à l’ADN, que nous allons détailler. 

 

En réponse à la détection d’ADN cytosolique, cGAS interagit avec l’ADN, préférentiellement 

double-brin, et subit des changements de conformation, déclenchant son activité enzymatique 

par exposition de sa poche catalytique (376). La forme active de cGAS catalyse l’ATP avec la 

guanosine triphosphate (GTP) et forme le second messager cGAMP (377). Ce dernier se lie 

ensuite à la protéine adaptatrice STING, située à la membrane du réticulum endoplasmique et 

induit son activation (378). Les changements de conformation de STING, une fois activé par 

cGAMP, induisent sa translocation du RE vers le Golgi, à travers le compartiment intermédiaire 

RE-Golgi. A ce niveau, STING se lie à la protéine TBK1 (TANK-binding kinase 1) et le complexe 

STING-TBK1 qui en résulte, permet à TBK1 de phosphoryler STING (379). Par la suite, STING 

phosphorylé se lie au facteur IRF3 et induit son recrutement pour sa phosphorylation et son 

activation par TBK1 (380). Le facteur de transcription IRF3, ainsi activé, se dimérise et se déplace 

vers le noyau et exerce sa fonction transcriptionnelle sur le gène de l’interféron de type I (IFN-

I), codant pour l’interféron-β (381). En parallèle, STING active également IKK, qui en retour 

induit la phosphorylation de la protéine IκB et libère par conséquent le facteur de transcription 

NF-κB. La translocation nucléaire de ce dernier induit la transcription des gènes codant pour 

les cytokines inflammatoires (382) (Figure 21).  
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Figure 21 - Vue d'ensemble de la voie de signalisation cGAS/STING. 

Les microbes ou les virus à ADN peuvent introduire de l’ADN étranger dans le cytosol. La 

perméabilisation du compartiment nucléaire ou mitochondrial induit la libération cytosolique 

d’ADN propre à l’organisme. L’ensemble peut déclencher la voie de signalisation cGAS/STING 

(383). 

 

En résumé, la voie cGAS/STING permet l’initiation de réponses immunitaires innées par la 

détection de l’ADN cytosolique double brin et la sécrétion subséquente d’IFN-I. Cette dernière 

induit la maturation des DC et leur capacité à activer les lymphocytes T CD8+, qui par leur 

activité cytotoxique éliminent les cellules tumorales. Les DC et les macrophages peuvent aussi 

déclencher la voie cGAS/STING de manière intrinsèque soit par ingestion de l’ADN tumoral, 

encapsulé dans des exosomes ou libéré par les cellules tumorales éliminées ou soit par transfert 

de cGAMP par l’intermédiaire de jonctions gap. En conséquence, ces CPA induisent la sécrétion 

de facteurs pro-inflammatoires, l’ensemble permettant d’améliorer les fonctions anti-

tumorales effectrices. Enfin, la sécrétion d’IFN-I peut aussi inhiber les cellules Treg (384).  

 

Dans un contexte de RT, il a été montré que les micronoyaux et l’ADNmt induits par les RI, 

activent la voie de signalisation cGAS/STING, ce qui permet l’induction d’une réponse 
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immunitaire anti-tumorale induite par la RT (385,386). Deng et al. ont montré que l’inhibition 

de STING ou de cGAS au niveau des DC, réprime la production d’IFN-I et l’activation des cellules 

T CD8 après RT (385). D’autres études ont montré le rôle nécessaire de l’IFN-I dans l’induction 

de la réponse anti-tumorale à la RT (387,388). L’ensemble souligne la nécessité de l’activation 

de cGAS/STING et d’une réponse IFN-I pour une activité anti-tumorale induite par les RI.  

De plus, il est à noter que Vanpouille-Box et al. ont montré que l’ADN s’accumule dans le 

cytosol jusqu’à une certaine dose de RI (12-18Gy), au-delà l’expression de TREX1, nucléase de 

l’ADN dégradant l’ADN cytosolique, est augmentée et induit son élimination. Ils ont démontré 

sur des lignées tumorales mammaires (TSA), que la dégradation de l’ADN cytosolique à 12Gy 

empêche l’activation de cGAS, l’induction de l’IFN-I et abolit la réponse immunitaire anti-

tumorale induite par la RT (389). L’implication de la dose de RI, dans l’induction de 

l’immunogénicité de la RT doit ainsi être plus étudiée. 

 

Enfin, brièvement, dans des contextes particuliers, l’activation chronique de la voie 

cGAS/STING peut paradoxalement faciliter la progression tumorale  et la radiorésistance 

lorsqu’elle est induite par la RT (390,391). Par exemple, Liang et al. ont démontré que 

l’activation de STING par la RT, recrute les cellules myéloïdes suppressives, inhibant la fonction 

des cellules T et réduisant la sensibilité aux RI dans un modèle de lignée d’adénocarcinome 

colorectal (MC38) (392). Chen et al. ont quant à eux montré que l’IFN-I post-RI sécrète 

l’indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), diminuant le ratio cellules T CD8+ par rapport aux cellules 

immunosuppressives Treg (393). Enfin, Zheng et al. ont décrit dans un modèle cellulaire de 

cancer du sein (4T1) que l’irradiation induit des métastases pulmonaires par l’activation de la 

voie cGAS-STING médiée par la sécrétion de CCL5 par les cellules stromales 

mésenchymateuses (394). 

 

2.2.3.3.3. Effets sur le microenvironnement tumoral 

 

Premièrement, les RI peuvent agir au niveau endothélial. Les RI peuvent être à l’origine d’une 

dysfonction endothéliale, se caractérisant par une perméabilité accrue, un détachement de la 

membrane basale sous-jacente et l’apoptose des cellules endothéliales, ce qui peut conduire 

à la destruction vasculaire tumorale, entraînant indirectement la mort des cellules cancéreuses 

(395). Selon la dose et le régime de fractionnement, la RT n’exerce pas le même effet sur le 

système vasculaire (396). De fortes doses uniques d‘irradiation (>10Gy) induisent la destruction 

vasculaire (397), pouvant potentialiser l’hypoxie, facteur de résistance tumorale (398). Au 

contraire, une dose plus faible induit des dommages endothéliaux modérés, qui peuvent 

augmenter la vascularisation de la tumeur (399). De plus, la RT permet aussi le recrutement de 

cellules immunitaires innées par l’expression accrue de molécules d’adhésion vasculaires 

(ICAM1 et VCAM1) (400,401).  

 

La RT interagit également au niveau stromal. Il a été montré qu’après RT, les CAFs adoptent 

un état favorisant la croissance tumorale par la modulation de l’expression de collagène, des 
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MMP et d’autres composants de la ECM ainsi que la sécrétion de facteurs de croissance (402). 

Li et al. ont aussi montré qu’après une exposition à 4Gy, les CAFs sécrètent CXCL12 et IL-6, qui 

induisent l’EMT des cellules cancéreuses pancréatiques (403). Enfin les CAFs ont largement été 

décrits comme des cellules suppressives des réponses immunitaires innées et adaptatives. Par 

exemple, leur sécrétion de TGF-β, à la suite des RI, permet de réduire l’activation des DC et la 

cytotoxicité des cellules T CD8+ et d’induire l’activation des cellules Treg (402). Berzhagi et al. 

ont de leur côté montré que les CAFs réorientent les TAMs vers un phénotype 

immunosuppresseur (404). 

 

Enfin, la RT affecte également les cellules immunitaires. Après RT, le recrutement de cellules 

immunitaires circulantes affecte le TME, en réamorçant une réponse immunitaire adaptative. 

Par exemple, la radiothérapie par le biais de l’ICD et la production d’IFN-I par la voie 

cGAS/STING permet le recrutement des DC et la présentation des antigènes tumoraux, 

induisant l’activité cytotoxique des T CD8+ (367,391). De plus, la RT par la sécrétion de CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 et CXCL16 permet le recrutement de cellules T CD8+ (405). La RT induit 

l’expression du CMH-I, Fas et NKG2DL au niveau des cellules tumorales, afin de faciliter leur 

élimination par les cellules T CD8+ (406–408). L’interaction de NKG2DL avec son récepteur 

(NKG2D) stimule la formation de synapses immunitaires, favorisant l’activation des T CD8+ 

cytotoxiques et des NK (407) (Figure 22). La RT active aussi les cellules T par la surexpression 

des molécules de co-stimulation (CD80) (409). Mais la RT reste potentiellement limitée par le 

recrutement de cellules immunitaires suppressives, tels que les Treg, les cellules myéloïdes 

suppressives et les neutrophiles. Par exemple, ces derniers sont recrutés au niveau du TME 

radio-induit, par la sécrétion de chimioattractants tels que CXCL1, CXCL2 et CCL5. Shinde-

Jadhav et al. ont montré dans un modèle de tumeur de la vessie que les neutrophiles ainsi 

activés forment des pièges extracellulaires issus des neutrophiles (NETs), qui au sein du TME 

bloque l’infiltration des T CD8+, favorisant ainsi la radiorésistance (410). Cependant, le rôle de 

ces neutrophiles associés aux tumeurs (TANs) est discuté puisque d’autres études démontrent 

leur rôle anti-tumoral par la production de ROS (411). Tout comme les TAMs, les fonctions des 

TANs semblent dépendre de leur environnement. Par ailleurs, la RT par l’induction de la mort 

de cellules tumorales, conduit à la sécrétion de signaux danger qui vont moduler le système 

immunitaire. L’ATP et l’adénosine font partie de ces signaux et possèdent un rôle 

immunosuppresseur sur le TME (411), qui sera détaillé ultérieurement. Enfin, concernant les 

TAMs, la modulation de leur activation par la RT est discutée dans la littérature et fait l’objet 

de la partie suivante. La Figure 22 résume quelques exemples de la modulation du TME par la 

RT.  
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Figure 22 - Effet de la RT sur le microenvironnement tumoral. 

bFGF : basic fibroblast growth factor ; GM-CSF : granulocyte–macrophage colony-stimulating 

factor ; HGF : facteur de croissance des hépatocytes ; ICD : mort cellulaire immunogène ; IFNγ : 

interféron-γ ; MHC : complexe majeur d’histocompatibilité ; MMP : métalloprotéinase 

matricielle ; PDGF : facteur de croissance dérivé des plaquettes ; TAMs : macrophages associés 

aux tumeurs ; TCR : récepteur des cellules T ; TNC : tenascine C ; TNF : tumour necrosis factor 

(412). 

 

2.3. Les effets de la RT sur la reprogrammation fonctionnelle des macrophages 

 

La RT induit un fort recrutement de macrophages dérivées de monocytes au niveau du TME 

irradié. En effet, la RT a été associée avec une sécrétion élevée de la chimiokine CCL2 et de la 

cytokine CSF-1, toutes deux connues pour induire le recrutement de macrophages (413). Meng 

et al. ont montré, dans un modèle de mélanome murin, que la déplétion des TAMs avant 

l’irradiation, permet d’augmenter les effets anti-tumoraux de la RT (414). De manière similaire, 

Stafford et al. ont démontré que l’inhibition du récepteur CSF-1, bloque le recrutement de 

TAMs après RT et augmente ainsi la survie et retarde la récurrence du glioblastome dans un 

modèle de xénogreffe intracrânienne (415). Ces résultats mettent en avant le rôle 

principalement immunosuppresseur des TAMs. En revanche, Klug et al., ont rapporté, dans un 
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modèle de tumeur pancréatique, qu’une irradiation de 2Gy induit un changement 

phénotypique des TAMs, nécessaire au recrutement et à la fonction anti-tumorale des cellules 

T CD8+ (274). 

 

2.3.1. Modulation d’induction de l’activation radio-induite des macrophages 

 

Comme décrit précédemment, la RT a la capacité de moduler l’état d’activation des TAMs 

au sein du TME. Cependant, la question concernant les conditions de la modulation de cette 

plasticité et du développement d’un phénotype protumoral ou anti-tumoral sont très discutées 

dans la littérature. Il apparaît selon la dose d’irradiation (rayons X et γ), différents effets de la 

RT sur la polarisation des TAMs (416). Premièrement, de fortes doses d’irradiation (>10Gy) ont 

été associées à l’acquisition d’un phénotype pro-tumoral des TAMs (417–419). Par exemple, 

une étude sur un modèle murin de tumeur pancréatique, a décrit une infiltration importante 

de TAMs après la RT à forte dose (12Gy ou 3x6Gy), présentant un profil immunosuppresseur 

des cellules T, notamment par la surexpression du ligand PDL-1 au niveau des TAMs (418). Une 

autre étude menée par Okubo et al. a montré sur un modèle murin de cancer oral, que les 

macrophages irradiés à de fortes doses de RI (12Gy) présentent des propriétés pro-

angiogéniques, contribuant à la néoangiogenèse et favorisant ainsi la croissance tumorale 

(419). Deuxièmement, de même que les fortes doses, des doses d’irradiation faibles (<1Gy) ont 

également été décrites comme induisant un phénotype pro-tumoral des TAMs. Des études in 

vitro ont révélé la diminution du niveau d’iNOS et la production de NO dans des RAW264.7 

macrophages pro-inflammatoires irradiés à faible dose, induisant ainsi la reprogrammation de 

ces macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire (420). De manière similaire, 

l’irradiation (0,5Gy) de macrophages RAW264.7 activés par le LPS, entraîne aussi une 

diminution de la production de TNF-α (421). En outre, Lodermann et al. ont aussi montré que 

de faibles doses de rayons X (0,5 – 0,7Gy) induisent un phénotype anti-inflammatoire dans les 

cellules humaines THP-1 activées par le LPS, caractérisées par une sécrétion réduite d’IL-1β 

(422). Enfin, au contraire des doses fortes et faibles d’irradiation, les doses intermédiaires (entre 

1 et 10Gy) sont décrites, dans la littérature, comme induisant principalement un phénotype 

anti-tumoral (274,423,424). Par exemple, les travaux de notre équipe ont montré sur plusieurs 

modèles in vitro de macrophages (PMA-THP1, macrophages dérivés de monocytes humains 

(hMDMs) ou encore des macrophages murins RAW264.7), que l’irradiation à dose modérée 

(2Gy) induit l’expression d‘un profil pro-inflammatoire des macrophages (424). Il a également 

été décrit que l’irradiation de 2Gy de macrophages murins réduit leur capacité à induire la 

prolifération de cellules T in vitro (425). De même, l’irradiation par rayons γ (2Gy) d’une lignée 

cellulaire de macrophages humains (U937) induit une expression plus élevée de TNF-α et 

d’IFN-γ en comparaison aux macrophages non irradiés (426). Ces trois dernières études 

montrent les macrophages irradiés par des doses intermédiaires de manière in vitro ont 

tendance à présenter des caractéristiques pro-inflammatoires. Ces effets ainsi observés in vitro, 

ont été confirmés par l’étude in vivo de Klug et al., décrite plus haut, démontrant qu’une 

irradiation de 2Gy favorise la capacité des macrophages irradiés à inhiber l’angiogenèse 
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tumorale et à promouvoir la réponse des cellules T (274). Dans l’ensemble, les fortes et faibles 

doses d’irradiation ne semblent pas affecter le phénotype des macrophages vers un phénotype 

anti-tumoral, au contraire des doses intermédiaires d’irradiation. Néanmoins, la plupart des 

études citées ont été menées in vitro, sur des macrophages seuls sans contact avec un TME et 

révèlent ainsi l’effet direct de la RT sur les macrophages. Des études in vivo devraient 

également permettre d’apprécier l’effet de la RT sur les macrophages dans un environnement 

plus complexe.  

 

La polarisation des TAMs peut aussi être fortement influencée par son TME après RT. Par 

exemple, de fortes doses d’irradiation induisent un environnement hypoxique, dans lequel les 

cellules tumorales sécrètent du CCL2, CCL5 et CXCL12 pour recruter les macrophages et induire 

un TME immunosuppresseur (427). Le contexte hypoxique conduit aussi à une hausse 

d’expression de PD-L1 sur les TAMs, dépendante de HIF-1, qui inhibe alors la réponse 

immunitaire anti-tumorale (428). Une récente étude a démontré que le facteur VEGF-A, aussi 

régulé par le facteur HIF, impacte le recrutement des macrophages et leur polarisation vers un 

phénotype immunosuppresseur (429). Les fragments de la ECM obtenus post-dégradation 

sont connus pour représenter des ligands des récepteurs TLRs des macrophages (430). En 

particulier l’acide hyaluronique, libéré après irradiation, interagit avec son récepteur CD44 situé 

à la surface des macrophages. Les macrophages ainsi recrutés présentent un phénotype 

immunosuppresseur, notamment par l’expression de l’IL-10 (431). Enfin, la sécrétion de TGF-β 

par les CAFs radio-induits, peut aussi influencer l’activation des macrophages. Il a été montré 

qu’après irradiation, les CAFs inhibent la capacité migratoire ainsi que la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires des TAMs, en favorisant alors un phénotype immunosuppresseur (404). 

 

L’activation radio-induite des macrophages dépend donc à la fois de la dose d’irradiation 

reçue par le macrophage mais également du microenvironnement dans lequel il se trouve. La 

modulation de ces deux facteurs doit être précisée selon les caractéristiques fonctionnelles 

initiales et radio-induites des macrophages. 

 

2.3.2. Voies de signalisation impliquées 

 

Différentes voies de signalisation ont été proposées afin d’expliquer les effets de l’irradiation 

sur la polarisation des TAMs, telles que la voie NF-κB, les voies de dommages à l’ADN et la 

phosphorylation des MAPK. 

 

2.3.2.1. La voie NF-κB 

 

La voie NF-κB est connue pour moduler la polarisation des macrophages, notamment en 

fonction de sa structure homo- ou hétérodimérique et selon les sous-unités engagées. 

Plusieurs études ont notamment décrit le rôle important de l’hétérodimère p65-p50 de NF-κB 

dans la polarisation anti-tumorale des macrophages, après irradiation (420,432). Une fois que 
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cet hétérodimère p65-p50 NF-κB est transloqué dans le noyau, il permet l’expression de 

plusieurs médiateurs inflammatoires, tels que le TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, IFNγ, CXCL10 et iNOS 

(433). Au contraire, l’homodimère p50-p50 NF-κB a été caractérisé comme inhibant 

l’expression de ces gènes (422,434). En outre, les différences de structure du facteur de 

transcription NF-κB sont également associées à la dose d’irradiation. En effet Crittenden et al. 

ont révélé qu’une forte dose d’irradiation (60Gy) active le dimère p50-p50 NF-κB et entraîne 

une production ultérieure d’IL-10 (434). De manière similaire, il a été montré qu’une faible dose 

d’irradiation (<1Gy) réduit la translocation nucléaire de l’hétérodimère p50-p65 NF-κB, dans 

les macrophages humains activés par LPS. Cela a également été corrélé à une diminution de la 

sécrétion de l’IL-1β (422). A l’inverse, Hildebrandt et al. ont mis en évidence une expression 

élevée de la sous-unité p65 de NF-κB après irradiation γ (2Gy) des macrophages RAW264.7, 

induisant l’expression de gènes inflammatoires dans ces macrophages irradiés (420). Dans 

l’ensemble, ces études démontrent selon l’expression de l’homo- (p50-p50) ou l’hétérodimère 

(p65-p50) de NF-κB, la polarisation induite par la RT diffère, le premier induit par des faibles et 

fortes doses de RI et amenant à un phénotype pro-tumoral tandis que le second fait suite à 

des doses intermédiaires d’irradiation et favorise un phénotype anti-tumoral des TAMs. 

 

2.3.2.2. La kinase ATM 

 

La signalisation de NF-κB induite par la RT peut être renforcée, à la suite de dommages à 

l’ADN et notamment l’activation de la kinase ATM. En effet, l’activation d’ATM faisant suite aux 

dommages à l’ADN radio-induits, conduit à l’ubiquitination de la protéine NEMO (modulateur 

essentiel de NF-κB). La NEMO ainsi ubiquitinylée, ubiquitine à son tour l’inhibiteur Ikβ et 

entraine la dégradation de ce dernier par le protéasome, ce qui libère l’hétérodimère p65-p50 

NF-κB dans le cytoplasme et permet sa translocation dans le noyau afin d’agir comme 

activateur transcriptionnel (435). Parker et al. ont montré qu’après une irradiation  (2Gy), la 

phosphorylation de NEMO suivie par l’activation du facteur de transcription NF-κB. L’ensemble 

engendre une augmentation d’expression des CMH-II, des cytokines TNF-α et IFNγ ainsi que 

des molécules de co-stimulation des cellules T (CD86) au niveau des macrophages irradiés, leur 

permettant d’adopter un phénotype plutôt immunostimulateur (426).  

 

De plus, notre équipe a également mis en avant une voie de signalisation radio-induite 

impliquant la kinase ATM, modulant le phénotype des macrophages. Ils ont montré que la 

production de ROS dépendante de NOX2, induit des dommages à l’ADN. Les lésions ainsi 

induites par les ROS activent la kinase ATM, qui permet la régulation du facteur de transcription 

IRF5. L’activation de cette voie dans les macrophages irradiés à 2 Gy, permet leur polarisation 

vers un phénotype pro-inflammatoire induit par la RT. De plus, il est important de noter que 

l’expression accrue de cette voie a été observée dans des biopsies de patients atteints de 

cancer du rectum et ayant bien répondu à la RT néoadjuvante (424).  
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2.3.2.3. La voie des MAPK 

 

Les protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK) sont des sérine-thréonine kinases, 

comprenant les kinases 1 et 2 régulées par le signal extracellulaire (ERK1/2), JNK (kinase JUN 

N-terminale) et p38. La phosphorylation des MAPK par les MAPK kinases (MAPKK) permet leur 

activation, tandis que la déphosphorylation des MAPK par la MAPK phosphatase (MKP-1) induit 

leur inactivation. Les MAPK régulent diverses voies cellulaires allant de la prolifération, la 

différenciation cellulaire à l’apoptose (436). En outre, il a été montré que l’activation des MAPK 

permet la transcription des gènes pro-inflammatoires, corrélée à une activation pro-

inflammatoire des macrophages. Il en est de même pour l’inhibition ou la déplétion de MKP-1 

(437).   

Dans un contexte d’irradiation, les ROS produits peuvent activer les MAPK des macrophages 

irradiés (438). Tsukimoto et al. ont montré que l’irradiation par de faibles doses de rayons γ 

(0,5 et 1Gy) induit une déphosphorylation des ERK1/2 et des MAPK p38, dépendante de MKP-

1. Il s’en suit alors la suppression de la production de TNF-α dans les RAW24.7 macrophages 

irradiés (421). A l’inverse, une autre étude a montré la phosphorylation accrue de ERK1/2 et de 

p38 après une irradiation γ de 2Gy, associée cette fois-ci à une production importante de TNF-

α au sein des macrophages irradiés (439). 

 

Pour conclure, la RT permet de moduler l’activation des macrophages, en fonction de la 

dose d’irradiation mais également du TME, afin notamment d’améliorer le contrôle de la 

réponse anti-tumorale. Diverses voies de signalisation sont impliquées dans cette polarisation 

radio-induite des macrophages. Poursuivre la caractérisation des mécanismes cellulaires 

impliqués nous semble primordial afin de mettre en lumière de nouvelles cibles cellulaires 

pouvant être combinées avec la RT dans le but d’améliorer l’efficacité de la RT. 

 

2.4. Les cibles d’intérêt pour potentialiser la reprogrammation radio-induite 

des macrophages  

 

Bien que la plasticité des macrophages en réponse aux radiations ionisantes et au TME 

puisse induire une réponse immunitaire anti-tumorale, il semble que la RT seule ne soit pas 

suffisante pour observer cette réponse in vivo (274). La RT semble avoir besoin d’être combinée 

à d’autres cibles thérapeutiques afin d’induire une reprogrammation effectrice des TAMs et 

permettre une réponse immunitaire anti-tumorale complète. 

 

2.4.1. Les cibles d’intérêt principales 

 

Parmi, les cibles d’intérêt, qui peuvent ainsi être combinées à la RT afin d’améliorer la 

reprogrammation radio-induite des TAMs, nous pouvons citer l’ensemble des agents 

thérapeutiques ciblant la reprogrammation fonctionnelle des TAMs, énumérés dans la Table 4 

(cf. 1.4.2.6.4). De plus, des stratégies thérapeutiques combinatoires entre RT et certains de ces 
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agents sont déjà étudiées en cliniques et résumées dans la Table 4. 

 

Cible 

d’intérêt 

Agent 

thérapeutique 
Combinaison Indications 

Essais 

cliniques 
Références 

CD40 CDX-1140 
RT + Poly-ICLC – 

FLT3-L 
Cancer du sein Phase I NCT046616248 

PI3Kγ 

BYL719 

RT + Cetuximab 

Cancer de la tête 

et du cou à 

cellules 

squameuses 

Phase I NCT02282371 

RT + Cisplatine 

Carcinome 

épidermoïde de 

la tête et du cou 

Phase I NCT02537223 

BKM120 

RT + 

Temozolomide 
Glioblastome Phase I NCT01473901 

RT + Cisplatine Multiples Phase I NCT02113878 

TLR3 Poly-ICLC 
RT + 

Temozolomide 

Glioblastome 

multiforme 
Phase II NCT00262730 

TLR7 Imiquimod 
RT + 

Cyclophosphamide 
Cancer du sein Phase I/II NCT01421017 

TLR9 SD-101 

RT 
Lymphome à 

cellule B 
Phase I/II NCT06266147 

RT + Ibrutinib 
Lymphome 

folliculaire 
Phase I/II NCT02927964 

RT + Nivolumab 
Cancer du 

pancréas 
Phase I NCT04050085 

Table 4 - Combinaison de la RT avec des agents ciblant la reprogrammation des TAMs. 

PI3K : sous-unité catalytique du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase ; RT : 

radiothérapie ; TLR : récepteur de type Toll. Adaptée de (440). 

 

Par ailleurs, lors de nos travaux, nous avons également porté une attention particulière aux 

récepteurs purinergiques, apprécié leur capacité à participer à la reprogrammation pro-

inflammatoire des macrophages et envisagé leur combinaison avec la RT. 

 

2.4.2. Cibler les récepteurs purinergiques 

2.4.2.1. Généralités 

 

Les récepteurs purinergiques sont présents, chez l’Homme, dans tous les tissus et types de 

cellules (441). Ils sont activés par plusieurs ligands : des nucléosides, tels que l’adénosine, ou 

encore par des nucléotides à base purique ou pyrimidique, tels que l’ATP, l’adénosine 

diphosphate (ADP), l’uridine triphosphate (UTP) et l’uridine diphosphate (UDP), ou UDP-sucres. 

Une fois activés, les récepteurs purinergiques vont réguler de nombreuses voies de 

signalisation physiologiques, impliquées dans la prolifération, la différenciation, la migration et 
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la mort cellulaire. La dérégulation de cette signalisation purinergique peut contribuer à diverses 

pathologies, telles que le cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires ou neuronales 

(441).  

 

2.4.2.1.1. La signalisation purinergique 

 

Les nucléosides et les nucléotides participent à des fonctions cellulaires vitales, telles que la 

synthèse d’ARN ou d’ADN ou encore leur rôle de co-facteurs de réactions enzymatiques, de 

second messager. Mais ils peuvent également être sécrétés dans l’espace extracellulaire et agir 

comme des molécules clés de transduction de signal.  

 

Les nucléotides, en particulier l’ATP, constitue une source d’énergie majeure et bien connue 

pour l’organisme. Au sein des cellules de mammifères, l’ATP est synthétisée par la 

phosphorylation oxydative et la glycolyse. A l’état stable, l’ATP est stockée de manière 

intracellulaire à une concentration entre 1 et 10 mM, bien plus importante que sa concentration 

extracellulaire de l’ordre du nanomolaire (442). Sous certaines conditions, une libération 

importante d’ATP dans l’espace extracellulaire peut être observée. En cas d’apoptose ou 

nécrose, l’ATP est libérée de manière passive à travers la membrane des cellules mortes (443). 

L’ATP peut également être libérée par des cellules vivantes lors d’une lésion ou d’un stress 

cellulaire, tels que des stimulations mécaniques (444), ou encore lors d’infections par des 

micro-organismes pathogènes (445). Cette sortie extracellulaire d’ATP peut s’expliquer par 

plusieurs mécanismes, tels que la diffusion à travers des canaux membranaires, comme la 

pannexine 1 (Panx1), la connexine 43 (Cx43). Au cours de l’apoptose cellulaire, Panx1 est clivée 

par les caspases 3 et 7, conduisant à sa forme tronquée et active, qui régule la libération de 

nucléotides (ATP, UTP, AMP) par les cellules apoptotiques (446). De plus, les cellules 

endothéliales ou les neutrophiles activés, peuvent également libérer de l’ATP par 

l’intermédiaire de ces deux canaux (447–449). D’autre part, la libération d’ATP extra-cellulaire 

peut se faire par exocytose à partir de vésicules riches en ATP, tels que les granules 

intracellulaires des plaquettes, libérant leur ATP et ADP par exocytose en cas d’activation (450) ; 

ou encore les lysosomes, constituant une importante source d’ATP extracellulaire par 

l’exocytose lysosomale en conditions d’autophagie (451). 

 

L’UTP, quant à lui, est présent au niveau cellulaire à environ 10% des niveaux d’ATP (452). 

La synthèse de l’UTP peut se faire soit de novo, soit par récupération de l’uridine. Ces deux 

voies peuvent contribuer à un pool d’UTP libre, source potentielle d’UTP pour l’activation des 

récepteurs purinergiques (452). Enfin la sortie d’UTP est régie par les mêmes mécanismes 

impliqués dans la sortie extracellulaire d’ATP (e.g. sortie par nécrose cellulaire, à la suite d’un 

stress mécanique ou encore lors de l’exocytose des granules denses plaquettaires) 

(444,453,454).  
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Dans l’espace extracellulaire, l’ATP et l’ADP sont rapidement métabolisées en adénosine 

monophosphate (AMP), à son tour métabolisée en adénosine (455). Des ectoenzymes sont 

impliquées dans ce processus d’hydrolyse des nucléotides. Premièrement la conversion en 

AMP est assurée par l’ecto-nucléoside triphosphate disphosphohydrolase 1 (NTPDase 1, 

également appelée CD39). Deuxièmement, l’ecto-5’-nucléotidase (également appelé CD73) 

assure la génération d’adénosine à partir d’AMP (455). Il est à noter que l’adénosine peut 

également être générée, selon une deuxième voie, à partir du nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD+) et grâce à l’action coordonnée de CD38 (NAD glycohydrolase), générant 

de l’ADP-ribose et de l’ectonucléotide pyrophosphatase-phosphodiestérase 1 (PC-1, aussi 

appelé CD203a), générant de l’AMP. L’élimination du dernier phosphate, se fait par 

l’intermédiaire de CD73, qui régule ainsi la dernière étape des voies générant l’adénosine 

(Figure 23) (456). 

 

 

Figure 23 - Réseau des ectonucléotidases. 

ADP : adénosine diphosphate ; ADPR : ADP-ribose ; AMP : adénosine monophosphate ; 

ATP : adénosine triphosphate ; cADPR : ADPR cyclique ; ADO : adénosine ; NAD+ : 

nicotinamide adénine dinucléotide (456). 

 

A l’état stable, la concentration d’adénosine extracellulaire est de l’ordre de 10nM, 

maintenue par la présence de transporteurs de nucléosides équilibrants (ENT) (457). En 

conditions pathologiques, cette concentration d’adénosine est considérablement augmentée 

(458). L’adénosine étant issue de l’hydrolyse de l’ATP/ADP, les sources de sa sortie 

extracellulaire sont les mêmes que celles responsables de la sortie de ces derniers., associées 

principalement à une augmentation de l’hydrolyse des nucléotides via l’axe CD39/CD73 (458). 

Les nucléotides et nucléosides, ainsi présents au niveau extracellulaire, agissent comme des 

molécules de signalisation par l’activation des récepteurs purinergiques. 

 

2.4.2.1.2. Les familles de récepteurs purinergiques 

 

Les récepteurs purinergiques sont divisés en deux familles selon leur affinité pour leurs 

ligands : les récepteurs P1, également appelés récepteurs à adénosine du fait de leur affinité 

pour l’adénosine et les récepteurs P2, activés par les nucléotides (ATP, ADP, UTP, UDP, UDP-
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sucres) (459).  

 

Les récepteurs P1 sont des récepteurs couplés aux protéines G, à sept domaines 

transmembranaires, dont le ligand endogène est l’adénosine. Il a été décrit 4 récepteurs P1 : 

les récepteurs A1, A2A, A2B et A3 (459). Ils sont caractérisés par un couplage différent aux 

protéines G : les récepteurs A1 et A3 sont couplés aux protéines Gi/o et Gq et inhibent ainsi 

l’adénylate cyclase (AC) et la production d’AMP cyclique (AMPc). Tandis que les deux autres 

récepteurs A2A et A2B sont couplés aux protéines Gs et induisent une activation de l’AC, 

entraînant une accumulation d’AMPc. Les récepteurs A2B peuvent également activer la 

phospholipase C (PLC) par l’intermédiaire de la protéine Gq et induire une libération de calcium 

intracellulaire (460,461). Enfin, ces 4 récepteurs se couplent aux voies de la protéine kinase 

activée par les mitogènes (MAPK) : comprenant la kinase régulée par le signal extracellulaire 1 

(ERK1), ERK2, la kinase JUN N-terminale (JNK) et la MAPK p38 (461) (Figure 24). Ce sont des 

voies de signalisation clés, régulant de nombreux processus cellulaires, notamment la 

différenciation, l’apoptose et la réponse au stress.  

Les récepteurs P1 sont impliqués dans le contrôle des activités neuronales, cardiaques, 

métaboliques et rénales, expliquant leur distribution au niveau du système nerveux, 

cardiovasculaire, respiratoire, gastro-intestinal, urogénital et immunitaire (460). 

 

 

Figure 24 - L'activation des récepteurs à adénosine.  

L’adénosine extracellulaire peut activer quatre récepteurs métabotropiques distincts, activant 

différentes voies de signalisation. Adaptée de (461). 

 

Les récepteurs P2 peuvent être subdivisés en deux sous-familles : les récepteurs 

ionotropiques P2X et les récepteurs métabotropes P2Y, présentant différentes affinités pour 

les nucléotides (Table 5). 
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Agoniste Récepteurs 

ATP P2X1-P2X7, P2Y2, P2Y11 

ADP P2Y1, P2Y12, P2Y13 

UTP P2Y2, P2Y4 

UDP P2Y6, P2Y14 

UDP-sucres P2Y14 

 

Table 5 – Agonistes endogènes des différents récepteurs purinergiques P2. 

 

Les récepteurs P2X sont des récepteurs à canaux ioniques, composés de 7 sous-types : P2X1, 

P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 et P2X7 (459). L’ATP est leur principal agoniste endogène (Table 

5). Après fixation de l’ATP, ces canaux induisent des flux ioniques transmembranaires : un afflux 

d’ions sodiques (Na+) et calciques (Ca2+) et un efflux d’ions potassiques (K+). Le changement 

de ces flux ioniques induit une dépolarisation de la membrane, déclenchant l’ouverture des 

canaux calciques dépendant du voltage. Le calcium intracellulaire ainsi accumulé active de 

nombreuses voies de signalisation, telles que celles des MAPK ou de la calmoduline (462,463). 

Cette dernière est essentielle pour les réponses immunitaires et inflammatoires des tissus. 

L’activation prolongée par l’ATP peut conduire à une dilatation de certains de ces canaux (P2X2, 

P2X4 et P2X7), permettant le passage de grandes molécules (jusqu’à 900 daltons), y compris 

l’ATP lui-même (462,463).  

Les récepteurs P2X sont présents de manière ubiquitaire dans l’ensemble de l’organisme. Ils 

jouent un rôle particulièrement important au sein du système nerveux, notamment dans la 

neurotransmission et la nociception. Leur implication dans les maladies cardiovasculaires ainsi 

que dans l’inflammation et l’immunité a également été décrite (463).  

 

Les récepteurs P2Y sont des récepteurs couplés aux protéines G, composés de 8 sous-types : 

P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 et P2Y14 (459). Chacun présente une affinité 

différente pour les différents nucléotides (Table 5). Parmi cette sous-famille, deux sous-

groupes ont été définis, selon leur homologie de séquence. Un premier groupe comporte les 

récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2Y11, couplés par l’intermédiaire de la protéine Gq, à la 

PLC, dont la stimulation est suivie d’une augmentation des phosphates inositols (IP3), menant 

à la libération de calcium intracellulaire. Le récepteur P2Y11 est quant à lui, additionnellement 

couplé à la protéine Gs, entraînant une augmentation de l’AMPc (464,465). Un deuxième 

groupe avec les récepteurs P2Y12, P2Y13 et P2Y14, couplés à la protéine Gi/o, inhibent l’activité 

de l’AC et la production d’AMPc (464,465). 

Les récepteurs P2Y sont exprimés au niveau de l’ensemble des cellules de l’organisme. Ils 

sont impliqués dans la régulation du système nerveux, cardiovasculaire, métabolique et 

immunitaire. Ils jouent également un rôle dans la régulation de l’inflammation (466). 

 

La Figure 25 résume l’activation des différents types de récepteurs purinergiques évoquée. 

Il est à noter, que les récepteurs purinergiques peuvent être présents à la surface de la cellule 
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même libérant l’ATP (signalisation autocrine) ou des cellules voisines (signalisation paracrine) 

ou les deux (467). 

 

Figure 25 - Activation du système purinergique (468). 

 

2.4.2.1.3. Expression des récepteurs purinergiques au niveau des macrophages 

 

Au niveau des macrophages, l’expression de plusieurs récepteurs purinergiques est 

retrouvée. Des analyses d'expression ont été réalisées pour tous les récepteurs purinergiques : 

l'ARNm et les protéines ainsi obtenues et les tests fonctionnels réalisés ont démontré que P2X4, 

P2X7, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12 et les quatre récepteurs P1 sont exprimés dans les macrophages 

(469,470). Les preuves d'expression des autres récepteurs purinergiques sont relativement 

faibles (471) et des travaux supplémentaires sont nécessaires pour confirmer s’ils sont bien 

exprimés dans les macrophages. 

Comme exposé auparavant, les macrophages présentent une forte hétérogénéité 

dépendante de leur micro-environnement (54). Ainsi les différents macrophages de l’ensemble 

de l’organisme peuvent exprimer différents récepteurs purinergiques. Le récepteur P2Y12, par 

exemple, est fortement exprimé au niveau de la microglie, mais il n’est pas retrouvé au niveau 

des autres macrophages résidents (472). 

 

Pour conclure sur cette partie, les récepteurs purinergiques constituent une large famille de 

récepteurs, activés par nucléotides et nucléosides, largement retrouvés (à l’état stable et 

pathologique) au niveau cellulaire. Leur activation conduit à la modulation de nombreuses 

voies de signalisation, notamment les voies calciques, impliquées dans un large éventail de 

fonctions cellulaires. De plus, ces récepteurs sont largement exprimés au niveau des 

macrophages. 
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2.4.2.2. Modulation des activités biologiques des macrophages par les récepteurs 

purinergiques 

 

Les récepteurs purinergiques étant exprimés au niveau des macrophages et leur activation 

étant associée à de nombreuses voies de signalisation impactant les fonctions cellulaires, ils 

peuvent être impliqués dans les activités biologiques des macrophages. 

 

2.4.2.2.1. La migration 

 

La présence de nucléotides dans l’espace extracellulaire joue un rôle dans le chimiotactisme 

des macrophages, impliquant ainsi la signalisation purinergique dans cette activité biologique.  

Comme nous l’avons précédemment mentionné, les cellules apoptotiques libèrent de l’ATP, de 

l’AMP et de l’UTP, qui peut constituer alors un signal chimiotactique afin de recruter des 

monocytes et macrophages, afin que ces derniers puissent éliminer les cellules mortes (473). Il 

a été montré qu’un traitement par apyrase, molécule dégradant les nucléotides, ou par 

expression ectopique de CD39, altère le recrutement des phagocytes au niveau des corps 

apoptotiques (474). Cette même étude a par la suite démontré que les surnageants de cellules 

apoptotiques étaient capables de recruter des monocytes et macrophages et que ce 

recrutement était diminué chez les souris dépourvues du récepteur purinergique P2Y2 (474). 

Ces résultats démontrent ainsi que les nucléotides libérés par les cellules apoptotiques servent 

de signal chimioattractant pour le recrutement P2Y2-dépendant des monocytes et 

macrophages. Dans un contexte tumoral, il a été montré le rôle de P2Y12 pour induire la 

migration des macrophages vers les zones tumorales nécrotiques riches en nucléotides (475). 

Au niveau du système nerveux central, la libération d’ATP est observée lors de dommages 

cellulaires et permet la migration des cellules microgliales vers les sites d’endommagement 

(476). Par la suite, deux études ont démontré l’implication des récepteurs purinergiques P2Y12 

et P2X4 dans le chimiotactisme microglial induit par l’ATP (477,478).  

 

Les nucléotides peuvent également influencer la migration des macrophages d’une manière 

indirecte. En effet, il a été montré que dans certains cas les macrophages migrent vers leur 

chimioattractant cible, grâce à la libération autocrine d’ATP, qui va amplifier cette migration. 

C’est le cas notamment, pour les chimioattractants, tels que la protéine C5a du complément 

ou encore par le N-formyl-méthionylleucyl-phénylalanine (fMLP) sécrété par certains 

pathogènes. On parle de boucle de rétroaction purinergique autocrine, impliquant les 

récepteurs purinergiques P2Y2, P2Y12 et les récepteurs de l’adénosine A2a, A2b et A3. 

L’activation de ces récepteurs purinergiques permet la formation de lamellipodes, nécessaire à 

la migration des macrophages (479) (Figure 26). 
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Figure 26 - Modèle proposé de signalisation purinergique autocrine.  

Exemple de la chimiotaxie des macrophages vers le chimioattractant C5a (479). 

 

L’ATP peut donc d’une part lui-même représenté un signal chimiotactique, libéré par les 

cellules mourantes et d’autre part sa signalisation autocrine peut amplifier la migration des 

macrophages vers des signaux cibles. Cependant ce premier point a été challengé par l’équipe 

de Peter J. Hanley. Ces derniers ont démontré, par de l’imagerie en temps réel que la 

surexpression des récepteurs P2Y2 et P2Y12 en présence de leurs agonistes ne suffisait pas à 

induire une migration plus importante, suggérant que l’ATP ne constitue pas un signal 

chimiotactique (480). Les résultats précédemment exposés démontrant l’inverse, pourraient 

ainsi s’expliquer par une interférence avec la signalisation autocrine de l’ATP. De plus, les 

nucléotides ont une courte demi-vie dans l’espace extracellulaire, ce qui en fait des signaux 

inadaptés à longue portée. Dans ce sens, il peut être proposé que les nucléotides s’échappant 

des cellules mourantes pourraient agir comme un signal local, à courte portée, influençant la 

formation de lamellipodes des macrophages locaux. 

 

2.4.2.2.2. La phagocytose 

 

Les nucléotides, représentant un signal « find-me » à portée locale, il est ainsi déterminant 

de se demander si au-delà d’attirer les macrophages, ils peuvent également représenter un 

signal « eat-me », pouvant induire l’activité phagocytaire des macrophages. Dans ce sens, 

Marques-da-Silva et al. ont montré que le traitement de macrophages péritonéaux avec 

différents nucléotides (ATP, ADP, UTP, UDP) pendant 30 minutes est suffisant pour augmenter 

la phagocytose des cellules apoptotiques par ces cellules immunitaires, notamment par 

l’augmentation d’expression des récepteurs phagocytaires (481). Par ailleurs, Zumerle et al. ont 

démontré que cette activation de la phagocytose par l’ATP, est dépendante d’une signalisation 

calcique intercellulaire (482). Par la suite, il a été démontré l’implication des récepteurs 

purinergiques P2X dans cette modulation de la phagocytose, à la suite des traitements avec 

des nucléotides extracellulaires (au moins P2X1, P2X3, P2X4 et P2X7) (481,482). Cependant, 

d’autres travaux ont également démontré que le traitement par des agonistes de P2X7 réduit 

la phagocytose des billes de latex dans la microglie (483) et des billes de latex et des bactéries 

dans les macrophages (484). Marques-da-Silva et al. corroborent en partie ces derniers 
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résultats. Selon leurs travaux, l’exposition longue aux agonistes de P2X7 réduit la phagocytose 

des billes de latex dans les macrophages, tandis qu’une exposition brève (10 minutes) 

augmente cette activité phagocytaire (481). Cela suggère que l’effet du récepteur P2X7 sur 

l’activité phagocytaire pourrait dépendre de la concentration en nucléotides et du temps 

d’exposition. D’autres travaux ont montré l’impact des nucléotides uridiques (UDP et UDP-

sucre) sur l’activité du récepteur P2Y6 à médier l’activité phagocytaire microgliale. Lors de 

lésions neuronales induites in vitro et in vivo par traitement avec acide kaïnique, il a été observé 

une régulation positive de l’expression des récepteurs P2Y6, colocalisée avec les cellules 

microgliales activées et conduisant à l’élimination des neurones endommagés (485).  De plus, 

il a également été montré que le blocage de cette signalisation UDP/P2Y6 permet de prévenir 

la perte neuronale, causée par divers stimuli activant la phagocytose microgliale de ces 

neurones (486). De manière intéressante, les lésions neuronales induisent également une sortie 

extracellulaire d’ATP ou d’ADP, qui n’a pas d’effet sur l’activité de P2Y6 ; tout comme l’UTP n'a 

pas d’effet sur P2Y12, impliqué dans la chimiotaxie microgliale. Ainsi, la libération simultanée 

de ces nucléotides d’adénine et d’uridine pourrait réguler à la fois la chimiotaxie et la 

phagocytose, de manière exclusive et coordonnée.  

Concernant l’impact des récepteurs à adénosine sur la phagocytose, très peu d’études s’y 

sont intéressées. Le peu d’études disponibles semblent montrer que l’adénosine via l’activation 

des récepteurs A2 exerce un effet inhibiteur sur l’activité phagocytaire, mais cela reste à être 

démontré de manière plus robuste (487,488). 

 

2.4.2.2.3. La présentation de l’antigène 

 

L’implication du récepteur purinergique P2X7 sur la fonction des macrophages à présenter 

l’antigène a été étudié. Ces travaux ont montré que l’activation de P2X7 par l’ATP dépendant 

ou non du lipopolysaccharide (LPS), diminue la quantité de CMH de classe I à la membrane 

plasmique des macrophages et inhibe ainsi l’activation des cellules T CD8+ (489,490). De plus, 

d’autres travaux ont mis en avant la capacité de P2X7 à induire également la perte des 

molécules de CMH de classe II lors d’une infection par Leishmania amazonensis (491). D’autres 

études ont montré que cette perte membranaire de CMH II correspond à la libération de 

vésicules contenant ces molécules CMH de classe II après traitement par ATP (492) ou après 

infection par le pathogène Mycobacterium tuberculosis (493). Cette libération de vésicules de 

CMH de classe II semble dépendre de l’activation P2X7-dépendant de l’inflammasome NLRP3 

(492). Son rôle sur une potentialisation possible des réponses immunitaires adaptatives reste 

à étudier. Enfin, il a également été montré que la stimulation des récepteurs A2B par 

l’adénosine, inhibe l’expression des gènes du CMH II induite par l’interféron-γ (IFN-γ). Or, c’est 

l’IFN-γ lui-même qui régule positivement l’expression de ces récepteurs A2B. Par conséquent, 

cette régulation des récepteurs de l’adénosine par l’IFN-γ pourrait représenter un mécanisme 

de rétrocontrôle afin de réguler l’activation des macrophages (494). 
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2.4.2.2.4. La cytotoxicité 

 

L’activation des récepteurs purinergiques par les nucléotides libérés au niveau des sites 

d’inflammation, de lésions ou de lyse cellulaires, a été montrée comme induisant la libération 

de multiples médiateurs inflammatoires, dont les ROS et RNS (495). En particulier, la libération 

des RNS a été associée à une augmentation d’expression d’iNOS dépendante de l’ATP libéré 

par un traitement au LPS de macrophages murins (496).  

Parmi les récepteurs P2X, le récepteur P2X7 a particulièrement été décrit comme modulant 

la production de ROS et de RNS. Plusieurs travaux ont en effet montré que l’activation de P2X7 

par l’ATP induit l’activation de la NADPH oxydase au niveau microglial (497), des macrophages 

murins (498,499), ou encore des macrophages infectés par Toxoplasma gondii (500). Dans ce 

dernier cas, la production de ROS ainsi générée permet de contrôler la charge parasitaire (501). 

L’activation de P2X7 est également associée à des dommages mitochondriaux, menant à la 

libération de mtROS (502). D’autres travaux impliquent également le rôle de P2X7 dans 

l’induction de l’activité d’iNOS, et donc la production de NO, à la suite de la libération d’ATP 

dépendante du LPS (503–505). Enfin, dans des modèles de sepsis, il a été montré le rôle du 

récepteur P2X4 dans la production de ROS et de NO, contribuant à la destruction des bactéries 

(506). Les récepteurs P2Y peuvent également être impliqués dans la génération de ROS et de 

RNS par les phagocytes.  Le traitement par UTP des macrophages infectés par Leishmania 

amazonensis, induit leur production, associée à une augmentation de l’expression des 

récepteurs P2Y2 et P2Y4 (507). In vivo, le même effet a été démontré : le traitement par UTP 

favorise la production de ROS et le recrutement de cellules phagocytaires, permettant de 

limiter la réplication du parasite (508). Concernant les récepteurs P1, il a été montré que 

l’activation des récepteurs A2B inhibe l’expression d’iNOS induite par l’IFN-γ et altère l’activité 

microbicide des macrophages (494).  

 

2.4.2.2.5. La production de cytokines/chimiokines 

 

La modulation de la sécrétion de cytokines des macrophages par la signalisation 

purinergique a été très étudiée, notamment au travers de la relation entre le récepteur P2X7 et 

l’inflammasome NLRP3, que nous allons principalement détailler. 

Différents travaux ont constaté que l’ATP stimule la sécrétion d’IL-1β dans les macrophages 

(509–511). Perregaux et Gabel ont démontré que cette libération d’IL-1β en réponse à l’ATP 

était dépendante d’une diminution des ions potassiques intracellulaires (512). Dans ce sens, 

l’activation ATP-dépendante du récepteur purinergique P2X7 conduisant à un fort efflux K+ et 

l’inflammasome NLRP3 étant majoritairement à l’origine de la sécrétion d’IL-1β dans les 

macrophages, le rôle de P2X7 dans la médiation de la sécrétion IL-1β dépendante de NLRP3 a 

ainsi été questionné. La sécrétion d’IL-1β, ainsi que celle de l’IL-18 par les macrophages, fait 

suite à la liaison de stimuli inflammatoires (PAMPs, DAMPs, facteurs environnementaux) au 

niveau des TLRs, qui conduit à l’activation Myd88-dépendant de la voie NF-κB. Cette étape est 

nécessaire pour l’expression de NLRP3, ainsi que celle de la pro-IL-1β : c’est l’étape de priming. 
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Par la suite, un signal d’activation permet l’assemblage de l’inflammasome, complexe 

multiprotéique comprenant la protéine NLRP3, la protéine adaptatrice ASC et la pro-caspase-

1. Cette activation permet l’auto-clivage de la caspase-1, qui peut cliver les formes inactives 

pro-IL-1β et pro-IL-18 en cytokines matures IL-1β et IL-18 (513). L’efflux potassique est connu 

pour constituer ce second signal d’activation de l’inflammasome NLRP3 (514). Ainsi, il a été 

montré que l’activation de P2X7 par l’ATP, générant une sortie des ions potassiques, est 

capable d’activer NLRP3 et de moduler la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et 

IL-18 (515–517) (Figure 27). Outre l’efflux de K+, il a été montré que la production de ROS 

dépendante de l’axe ATP-P2X7 est également capable d’activer la caspase-1 et ainsi la 

sécrétion d’IL-1β et IL-18, par l’activation de PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) (495). Enfin, 

l’activation de la caspase-1 induit également le clivage de la gasdermine-D, l’amenant à former 

un pore membranaire, par lequel les cytokines IL-1β et IL-18 formées peuvent être sécrétées. 

La formation de ce pore est impliquée dans l’induction d’une mort immunogène, appelée 

pyroptose. L’activation prolongée de P2X7 par l’ATP peut induire cette mort cellulaire in vitro, 

de manière indépendante de la sécrétion des cytokines (518).  

De manière assez intéressante, la signalisation purinergique peut aussi représenter un 

moyen pour le macrophage de contrer l’inflammation induite, afin de limiter les dommages 

tissulaires. Dans ce sens, la signalisation passant par l’adénosine semble réguler négativement 

les cytokines inflammatoires médiées par les macrophages, notamment en cas d’inflammation 

excessive via l’activation du récepteur A2A (519). Il a été montré que la région promotrice des 

récepteurs A2A contient des sites de liaison pour NF-κB, STAT1 et le récepteur activé par les 

proliférateurs de peroxysomes-γ (PPARγ), démontrant que l’expression de ces récepteurs est 

augmentée en conditions inflammatoires (520,521). Lors de la phagocytose, plus 

l’inflammation s’installe et plus l’expression des récepteurs A2A devient majoritaire et inhibe la 

sécrétion de chimiokines CXCL1 et CXCL2, recrutant les neutrophiles (522) (Figure 27). 
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Figure 27 - Exemples de l’influence de la signalisation purinergique sur la sécrétion de 

cytokines des macrophages.  

A la suite du priming par la voie NF-κB initié par la signalisation TLR4-Myd88, l’activation du 

récepteur P2X7 par l’ATP permet l’activation de l’inflammasome NLRP3 et la maturation des 

cytokines IL-1β et IL-18, dépendante de la caspase-1. En conditions de phagocytose, les 

macrophages recrutent les neutrophiles par la sécrétion des chimiokines CXCL1 et CXCL2. 

L’adénosine, via les récepteurs A2A et A3 peut respectivement soit inhiber ou stimuler ces 

sécrétions (469). 

 

2.4.2.3. Modulation de l’activation des macrophages par les récepteurs 

purinergiques 

 

Selon l’état d’activation des macrophages, un profil différent de récepteurs purinergiques a 

été observé : notamment entre une polarisation induite par l’IL-4 en opposition à celle induite 

par un signal LPS + IFN-γ. Il a ainsi été suggéré que les macrophages adaptent leur répertoire 

de récepteurs purinergiques selon les stimuli d’activation reçus (523).  

 

Plusieurs études ont souligné le rôle important de l’adénosine et ses récepteurs, dans ce 

contexte. Une première étude a démontré que le traitement par adénosine de macrophages 

activés par IL-4 et IL-13, conduit à une augmentation d’expression de l’arginase-1, signe d’une 

activité anti-inflammatoire, dépendante des récepteurs A2A et A2B et médiée par le facteur de 

transcription C/EBPβ (524) (Figure 28). De même, une autre étude a permis de mettre en avant, 

l’implication de l’adénosine et du récepteur A2A, dans la régulation positive de l’arginase-1, 

induite par l’activation des macrophages murins RAW264.7 et BMDMs par l’IL-10 et médiée 
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par l’activation de STAT3 (525). L’adénosine régule ainsi des voies d’activation des 

macrophages différentes selon le stimulus anti-inflammatoire perçu. De manière intéressante, 

une expression accrue des récepteurs purinergiques A2A est observée lors de l’activation des 

macrophages par le LPS + IFN-γ (523). En effet, il a été montré que l’ATP libérée, après 

stimulation des TLRs, est très vite hydrolysée par les ectonucléotidases CD39 et CD73 et permet 

la génération d’adénosine, activant les récepteurs principalement exprimés, A2A et A2B. Il s’en 

suit alors l’induction de voies de signalisation inhibant la synthèse de facteurs pro-

inflammatoires tout en activant celle de facteurs régulateurs de l’inflammation afin d’éviter une 

activation trop importante des macrophages (526). Il a été montré que la signalisation de 

l’adénosine par les récepteurs A2A et A2B régule négativement NF-κB, soit par l’activation des 

récepteurs nucléaires de la sous-famille 4 groupe A (NR4A) (527) (Figure 28) ou soit par 

interaction directe inhibitrice avec la sous-unité p105 de NF-κB (528). Enfin, l’adénosine est 

également connue pour induire le macrophage à adopter des fonctions angiogéniques, 

notamment par l’induction de la sécrétion de VEGF (529) (Figure 28).  

 

Concernant les nucléotides, leur rôle dans la modulation de l’activation des macrophages 

est aussi décrit. Tout d’abord au niveau microglial, une étude a montré qu’en réponse à l’ADP, 

la microglie adopte un état d’activation, caractérisé par une augmentation rapide de leur 

concentration intracellulaire en calcium, une libération de cytokines pro-inflammatoires et une 

capacité migratoire importante. L’inhibition spécifique de P2Y12 inverse l’ensemble de ces 

fonctions citées, soulignant ainsi un rôle du récepteur P2Y12 dans l’activation microgliale (530). 

Le récepteur P2X4 a aussi été décrit comme modulant négativement la polarisation pro-

inflammatoire microgliale, dans un contexte d’encéphalomyélite (531).  

 

 

Figure 28 - Exemples de l'influence de la signalisation purinergique sur la polarisation 

des macrophages. Adaptée de (469). 
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D’autres études se sont intéressées au récepteur P2Y11 : d’une part, une première équipe a 

montré que la stimulation des macrophages par le LPS conduit à l’activation de P2Y11, 

dépendante d’une régulation autocrine via la libération d’ATP par exocytose. Ils ont démontré 

que l’inhibition de P2Y11 est suffisante pour bloquer l’activation des macrophages pas le LPS 

in vitro et in vivo (532). Plusieurs équipes ont par la suite montré que l’expression de P2Y11 

peut aussi être augmentée dans l’activation anti-inflammatoire des macrophages, induite par 

le M-CSF (533) ou l’IL-10 (534). Cette augmentation induit des propriétés anti-inflammatoires 

et angiogéniques, qui sont médiées par SOCS3 au niveau des macrophages activés par M-CSF 

(535). De manière intéressante, Klaver et al. ont mis en avant que l‘activation M-CSF 

dépendante de P2Y11 régule négativement les signaux d’amorçage et les signaux secondaires 

(ATP-P2X7 dépendant) de l’inflammasome NLRP3, de même que l’expression des composants 

de cet inflammasome (NLRP3, caspase-1, ASC) (535).  

 

Enfin, à la fin des années 90, plusieurs travaux ont décrit le rôle de P2Y2 dans la 

différenciation des monocytes en macrophages (536–538). Peu d’études se sont ensuite 

intéressées à caractériser les fonctions de ces macrophages ainsi activés. Récemment, des 

travaux préliminaires de S. Thevananther et de ses collaborateurs, démontrent l’implication de 

la signalisation purinergique P2Y2 dans l’activation pro-inflammatoire des macrophages, 

médiée par TLR4 (539,540). Nous reviendrons sur ces travaux, notamment en les comparant 

avec nos propres travaux dans la partie discussion. 

 

Concernant, la dynamique des mitochondries, celle-ci permet la régulation des niveaux 

d’ATP intracellulaire. La fusion mitochondriale permet l’élongation des mitochondries et une 

production accrue d’ATP. La fission, en revanche, est un processus qui consomme de l’ATP. 

Ainsi, fusion et fission peuvent toutes deux influencer de manière antagoniste la production 

d’ATP (541). Enfin, peu d’études faisant le lien entre la signalisation purinergique et la 

dynamique des mitochondries au niveau des macrophages sont décrites dans la littérature. 

Seule la récente étude de Tao et ses collaborateurs a montré que la libération de calcium, à la 

suite de l’activation de P2X7 par l’ATP au niveau microgliale, active la calcineurine, à l’origine 

de la déphosphorylation de DRP1 S637. Fonctionnellement, cela se traduit par une 

augmentation de la fission mitochondriale, qui peut être associée à une diminution de la 

phagocytose (542).  

 

Pour conclure, la signalisation purinergique intervient dans la régulation de chacune des 

fonctions des macrophages ainsi que dans leur polarisation. Le ciblage des récepteurs 

purinergiques en particulier constitue ainsi une cible thérapeutique afin de moduler les 

activités des macrophages.  

 

2.4.2.4. Implications des récepteurs purinergiques dans le TME 

 

La signalisation purinergique module les activités biologiques des macrophages et son 
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altération peut être associée dans des contextes pathologiques. Le ciblage de cette 

signalisation peut ainsi représenter une cible thérapeutique pour plusieurs maladies, 

notamment les maladies cardiovasculaires, neuronales et le cancer (441). Dans la partie 

suivante nous allons détailler l’implication de cette voie purinergique dans un contexte tumoral. 

 

2.4.2.4.1. La signalisation purinergique dans le TME 

 

Le microenvironnement (TME) influence les tissus hôtes avoisinants, afin d’instaurer un 

environnement inflammatoire favorisant la croissance tumorale et inhibant la réponse 

immunitaire anti-tumorale. Pour cela, il ne détourne pas uniquement les cellules immunitaires 

recrutées, mais sécrète également des facteurs solubles soutenant la croissance tumorale. La 

signalisation purinergique avec l’adénosine et les nucléotides (principalement l’ATP) est ainsi 

présente dans le TME (543).  

 

L’ATP est présent au niveau du milieu extracellulaire des tumeurs solides, à une 

concentration entre 100 à 500µM, alors qu’au sein des tissus sains cette concentration 

extracellulaire d’ATP est de l’ordre du nanomolaire (544). Les thérapies anti-cancéreuses et 

notamment la radiothérapie en autres induit la mort des cellules tumorales, détériorant la 

membrane plasmique et conduisant à une libération accrue d’ATP extracellulaire dans le TME. 

Outre cette libération passive, les cellules sont aussi capables de libérer de l’ATP de manière 

active dans le TME, par exocytose de vésicules d’ATP (e.g. lors de l’activation des cellules T 

(545)), ou encore par les transporteurs ou les canaux membranaires (e.g. Cx43, Panx1 et P2X7 

lui-même) (543). L’accumulation d’ATP dans le TME peut provenir soit d’une libération lytique 

ou soit d’une libération non lytique, et tous les types cellulaires du TME peuvent libérer de 

l’ATP (546). L’ATP extracellulaire peut être hydrolysé afin de générer de l’adénosine, 

notamment par l’action séquentielle des ectonucléotidases CD39 et CD73, constituant la 

principale source d’adénosine extracellulaire dans le TME. Ces enzymes sont exprimées par 

toutes les cellules de l’interface tumeur-hôte. Outre CD39 et CD73, la voie non canonique 

dépendante de CD38 est aussi impliquée dans la production d’adénosine extracellulaire dans 

les hémopathies malignes et les tumeurs solides. Cette voie semble importante notamment 

dans des conditions associées à une baisse d’activité de CD39, telles que le stress oxydatif 

(547). La concentration d’adénosine est 30% plus élevée dans le TME que dans les tissus sains 

(544). 

 

Il est intéressant de noter que selon le type de cancer, différents niveaux de concentration 

d’ATP et d’adénosine peuvent être retrouvés, notamment expliqués par une expression 

différentielle des enzymes CD39 et CD73 (548). De même dans les zones hypoxiques du TME, 

il a été montré que le facteur HIF-1 est capable d’induire l’expression de CD39 et CD73 et ainsi 

favoriser la production d’adénosine dans cette zone (549,550). Le TGF-β est aussi un inducteur 

d’expression de CD39 et CD73 au niveau tumoral (547). Par ailleurs, des différences au niveau 

de l’expression des récepteurs purinergiques sont aussi retrouvées selon le contexte tissulaire 
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(551), par exemple dans ces mêmes zones hypoxiques une expression accrue des récepteurs à 

adénosine A2 est observée (552,553). L’ensemble de ces différences influence fortement les 

réponses cellulaires induites par la signalisation purinergique. 

 

2.4.2.4.2. Les effets de la signalisation purinergique sur le TME 

 

La signalisation purinergique joue un rôle complexe au sein du TME et peut agir sur le 

métabolisme et la croissance des cellules tumorales, tout comme affecter la migration et 

l’activation des cellules immunitaires (543).  

 

Concernant les cellules tumorales, la signalisation purinergique peut agir sur (i) la 

prolifération cellulaire, (ii) la migration et l’induction métastatique, ainsi que sur (iii) le 

métabolisme de ces cellules. Selon le type de cancer et la quantité d’ATP présente, les purines 

peuvent avoir des effets opposés sur la croissance tumorale (543). Par exemple, au niveau de 

la croissance tumorale, il a été montré que l’activation des récepteurs P2Y1, P2Y2, P2Y6 et P2X7 

induit une prolifération des cellules tumorales par l’activation de plusieurs voies trophiques 

intracellulaires (PI3K-AKT, ERK-MAPK) (554). De manière contradictoire, il a également été 

montré qu’une importante concentration d’ATP dans le TME induit aussi la mort des cellules 

cancéreuses. Cet effet passe notamment par le récepteur P2X7 et sa capacité à former des 

macropores (555), mais les récepteurs P2Y1 et P2Y2 ont également été impliqués (543).  

 

Concernant les cellules immunitaires, la signalisation purinergique peut aller de 

l’immunostimulation à l’immunosuppression. Des niveaux faibles d’ATP favorisent 

l’immunosuppression (556). L’ATP extracellulaire étant la principale source d’adénosine dans le 

TME, les faibles niveaux d’ATP favorisent indirectement l’immunosuppression en provoquant 

l’accumulation d’adénosine. Plusieurs études se basant sur divers modèles murins, ont ainsi 

montré que l’adénosine via l’activation de ses récepteurs A2A et A2B inhibe l’activité anti-

tumorale des cellules T CD8+ et des cellules NK (557–559). Il a été démontré que la signalisation 

du récepteur A2A au niveau lymphocytaire, inhibe la production d’IFN-γ, de TNF, de perforine 

et des granzymes (547). De plus, la signalisation A2A a également été décrite comme impactant 

la maturation des cellules NK et induisant l’expression de plusieurs récepteurs co-inhibiteurs 

des lymphocytes T à leur surface (LAG3, TIM23 et PD-1) (558,560). En outre, la signalisation 

A2B activée par l’adénosine et les faibles niveaux d’ATP orientent la différenciation des DC vers 

une production de facteurs anti-inflammatoires et tolérogènes (IL-4, IL-5 et IL-10), associés à 

une capacité limitée de présentation de l’antigène (561). Enfin, la signalisation A2A et A2B ainsi 

que le caractère chimioattractant de l’ATP favorisent le recrutement et la prolifération des 

cellules Treg (562,563). Ces Treg sont également recrutées à la suite de la sécrétion d’IL-10 et 

de TGF-β par les cellules myéloïdes suppressives, recrutées par l’adénosine. L’ensemble de ces 

mécanismes démontre l’immunosuppression induite par la signalisation purinergique au sein 

du TME. A l’opposé, les niveaux élevés d’ATP favorisent l’immunité anti-tumorale (556), par le 

recrutement et l’activation des DC et la présentation de l’antigène tumoral, associée à une 
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capacité d’initier une réponse immunitaire de type Th1. Ces niveaux d’ATP sont également 

suffisants pour activer les récepteurs P2X7, induisant une libération importante d’IL-1β 

dépendante de l’inflammasome NLRP3 des cellules myéloïdes, soutenant la réponse 

immunitaire Th1 (Figure 29) (564).  

 

 

Figure 29 - Modulation des réponses immunitaires par la signalisation purinergique au 

niveau du TME.  

Dans le TME, l’ATP extracellulaire libéré peut exercer deux rôles contradictoires, soit un rôle de 

soutien de l’immunité anti-tumorale (côte droit) ou soit un rôle favorisant 

l’immunosuppression (côté gauche). De fortes concentrations d’ATP induisent un recrutement 

important de cellules dendritiques (DC), induisant une réponse anti-tumorale médiée par 

l’activation des cellules T. Au contraire, des concentrations faibles d’adénosine triphosphate 

(ATP), associées à des niveaux importants d’adénosine (ADO) induisent un environnement 

immunosuppresseur, notamment par l’inhibition des cellules immunitaires effectrices, le 

recrutement des cellules myéloïdes suppressives (MDSC) et cellules T régulatrices (Treg) et la 

sécrétion de cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-β) (543). 
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Enfin, concernant spécifiquement les TAMs, il a été décrit que la plupart des macrophages 

pro-tumoraux présentent une expression élevée des ecto-nucléotidases CD39 et CD73 ainsi 

qu’un taux d’hydrolyse d’ATP important, en comparaison aux macrophages anti-tumoraux. Ces 

différences d’expression influent ainsi sur les niveaux d’adénosine et d’ATP induits après les 

traitements anti-cancéreux (565).  

Une concentration importante d’ATP agit comme un signal de danger et active le récepteur 

P2X7, conduisant à l’activation de l’inflammasome NLRP3, et la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 au 

niveau des macrophages. D’autres cytokines et chimiokines sont sécrétées en présence de forte 

concentration d’ATP, telles que l’IL-6, IL-1α, CCL-2 et TNF-α (566). L’ensemble participe aux 

fonctions anti-tumorales des macrophages. 

Au contraire, il a été décrit que de faibles niveaux d’ATP au sein du TME, activent le 

chimiotactisme des macrophages vers la tumeur, de manière dépendante du récepteur P2Y2 

(567). Les macrophages recrutés au niveau de la tumeur sont ainsi différenciés en macrophages 

pro-tumoraux par la présence d’adénosine. Les effets de l’adénosine sur les macrophages sont 

principalement médiés par le récepteur A2A, présents à leurs surface (568). L’activation de ce 

récepteur déclenche plusieurs voies de signalisation modulant l’activation des macrophages et 

aboutissant à un phénotype pro-tumoral (Figure 30). Il a notamment été montré que 

l’adénosine via son récepteur A2A induit une augmentation des taux d’AMPc, qui permet 

d’activer le facteur de transcription C/EBP-β, induisant la sécrétion d’IL-10 et l’inhibition de 

l’expression de gènes pro-inflammatoires dépendante de la protéine SOCS3 (568). Par la suite, 

il a été révélé que l’induction de la protéine kinase A (PKA) par l’AMPc permet, d’une part, 

d’inhiber le recrutement de neutrophiles médié par CXCL2 et d’autre part d’inactiver la voie 

NF-κB et le recrutement de neutrophiles comme décrit précédemment par activation des 

récepteurs NR4A inhibant directement NF-κB ou encore par la phosphorylation inhibitrice de 

l’IkB (547). L’ensemble permet d’inhiber l’expression de gènes pro-inflammatoires et la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et TNF). L’activation des récepteurs A2A et 

A2B sur les TAMs au sein du TME, induisent aussi la sécrétion de VEGF permettant l’acquisition 

de propriétés angiogéniques aux TAMs (569). Enfin, l’adénosine via le récepteur A2B inhibe la 

présentation de l’antigène sur les TAMs, par inhibition des CMH II (569). De plus, il a été montré 

que l’activation des récepteurs A2A au niveau des TAMs, induisant l’ensemble des mécanismes 

décrits, inhibe l’immunité anti-tumorale dans plusieurs modèles murins (570). Cette réponse 

pro-tumorale passe notamment par l’inactivation de la réponse effectrice anti-tumorale des 

cellules T CD8+ et des NK (570).  

Enfin, les récepteurs P2 (P2Y2, P2Y11, P2Y12) peuvent aussi être impliqués dans la régulation 

de l’activation des macrophages. Peu d’études se sont intéressées à leur rôle physiologique 

dans le TME sur l’induction du phénotype des TAMs, qui nécessite ainsi d’être plus approfondi.  
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Figure 30 - Modulation des voies de signalisation d'activation des TAMs par l'adénosine. 

L’adénosine présent au sein du microenvironnement tumoral (TME), agit principalement via 

son récepteur A2A. L’activation de dernier induit la voie de signalisation couplé aux protéines 

Gs, aboutissant à l’accumulation d’AMP cyclique (AMPc) et son effecteur la protéine kinase A 

(PKA). Ces derniers régulent alors d’une part négativement la voie NF-κB et la sécrétion de 

chimiokines permettant le recrutement des neutrophiles, et d’autre part régulent positivement 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et angiogéniques. De plus, le récepteur A2B activé 

impacte la présentation de l’antigène, par inhibition des complexes majeurs 

d’histocompatibilité de classe II (MHC II). L’ensemble induit le macrophage à adopter un 

phénotype anti-tumoral (547).  

 

2.4.2.4.3. Ciblage thérapeutique des récepteurs purinergiques dans le TME 

 

L’adénosine étant le plus décrit dans les mécanismes induisant l’immunosuppression du 

TME, le ciblage de ses récepteurs ainsi que des enzymes CD39 et CD73 sont les plus étudiés 

comme approches thérapeutiques. Par exemple, dans un modèle murin de sarcome, l’inhibition 

pharmacologique du récepteur A2A a permis d’améliorer la réponse anti-tumorale médiée par 

les cellules T et la régression tumorale (557). Allard et al. ont quant à eux montré que sur un 

modèle murin de mélanome surexprimant CD39, les métastases hépatiques et pulmonaires 

s’établissent beaucoup plus rapidement en comparaison avec les modèles murins déficients en 

CD39 (571). Il serait intéressant de déterminer si l’effet anti-tumoral ainsi induit dans les deux 

cas est médié par une modulation du phénotype des macrophages. Dans ce contexte, 

d’Almeida et al. ont révélé que l’inhibition de l’activité de CD39 par le polyoxométalate 1 (POM-

1) abroge la production d’IL-10 par les TAMs et réduit leurs fonctions immunosuppressives, sur 
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un modèle de TAMs isolés de patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire (572). De même, Perrot 

et al. ont montré que les anticorps ciblant CD39 et CD73 humains favorisent l’immunité anti-

tumorale par la stimulation des DC et des macrophages, qui à leur tour, rétablissent l’activation 

des cellules T effectrices (573). Une autre étude a permis de montrer que le ciblage de CD39 

par anticorps induit une augmentation des niveaux d’ATP, qui au niveau des cellules myéloïdes 

mène à l’activation de la voie P2X7/NLRP3/IL-18, conduisant à une hausse d’infiltration des 

cellules T CD8+ (574). Cette dernière étude démontre ainsi un rôle du récepteur purinergique 

P2X7 dans la modulation de la réponse anti-tumorale et notamment médiée par les 

macrophages. 

 

En effet, parmi les récepteurs purinergiques P2, les récepteurs P2X7 représentent les cibles 

les plus avancées en termes de thérapie anticancéreuse (543). L’utilisation d’antagonistes 

spécifiques du récepteur P2X7 a été encouragée pour traiter les cancers, du fait de leur effet 

sur l’inhibition de la prolifération des cellules tumorales (575). Cependant, il a également été 

montré que l’expression du récepteur P2X7 par les cellules immunitaires, freine la croissance 

tumorale (575,576).  Leur activation au sein du TME en présence de concentration élevée d’ATP 

extracellulaire permet notamment d’induire des fonctions anti-tumorales aux macrophages, ce 

qui en fait une cible thérapeutique de choix. Douguet et al. ont ainsi montré qu’une petite 

molécule activatrice de P2X7 cible en particulier les macrophages et les DC exprimant le 

récepteur P2X7. Ils ont révélé que le récepteur P2X7 ainsi activé, stimule la réponse immunitaire 

en libérant les fonctions effectrices des cellules T. Ils ont démontré que cet effet est dépendant 

de la sécrétion d’IL-18 à la suite de l’activation de l’inflammasome NLRP3 (577) majoritairement 

dans les cellules dendritiques, mais les macrophages semblent également impliqués (578). Des 

études plus approfondies, notamment sur les fonctions des macrophages ainsi induites après 

activation du récepteur P2X7 sont nécessaires pour incriminer ou non la reprogrammation des 

macrophages dans l’effet thérapeutique observé. Outre les récepteurs P2X7, le récepteur 

purinergique P2Y12 peut aussi être ciblé pour induire une réponse anti-tumorale, médiée par 

les macrophages. Il a été montré que l’inhibition pharmacologique de P2Y12 par le ticagrelor 

augmente la phagocytose des cellules tumorales par les macrophages et induit un phénotype 

anti-tumoral. Cet effet est médié par l’activation des voies de stress du réticulum 

endoplasmique (579).  

 

Pour conclure, les récepteurs purinergiques jouent un rôle dans la modulation d’un grand 

nombre d’activités biologiques des macrophages. La régulation de leur signalisation permet 

notamment d’impacter l’activité fonctionnelle de ces cellules immunitaires. Dans un contexte 

tumoral, au sein du TME une libération importante d’ATP et d’adénosine conduit à un 

microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Au niveau des TAMs, il a beaucoup été 

décrit les effets de l’adénosine sur l’induction d’un phénotype anti-tumoral. Les récepteurs P2 

pouvant également moduler l’activation des macrophages, leur rôle au sein du TME sur le 

phénotype des TAMs reste à être défini plus clairement. Ainsi le ciblage de cette signalisation 

purinergique peut constituer un axe thérapeutique permettant de moduler l’activation des 
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macrophages dans le cancer. Par ailleurs, la radiothérapie pouvant également moduler la 

reprogrammation des macrophages et induisant une forte concentration d’ATP dans le TME, 

des stratégies de combinaisons thérapeutiques entre RT et récepteur purinergique semblent 

pertinentes dans l’optique de potentialiser la reprogrammation des macrophages. Dans ce 

contexte, ce travail de thèse a consisté à étudier la combinaison de RT et du récepteur 

purinergique P2Y2 à améliorer la reprogrammation radio-induite des macrophages.  
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OBJECTIFS 

 

Au sein du microenvironnement tumoral (TME), les macrophages associés aux tumeurs 

(TAMs) sont majoritairement présents et associés à un mauvais pronostic dans la plupart des 

cancers (217–220). Ces cellules font preuve d’une grande plasticité fonctionnelle et ont la 

capacité à adopter divers états d’activation selon les stimuli de leur microenvironnement (135). 

Etant donnée que les TAMs présentent un phénotype immunosupresseur (216), la 

reprogrammation fonctionnelle de ces macrophages aux fonctions pro-tumorales vers des 

macrophages aux propriétés immunostimulatrices et anti-tumorales, s’est imposée comme une 

stratégie thérapeutique pour réguler l’immunosuppression du TME et favoriser le 

développement d’une réponse anti-tumorale efficace.  

 

La radiothérapie est un traitement majeur du cancer pour la plupart des tumeurs solides 

(285). Initialement utilisée pour sa capacité à provoquer la mort ou la sénescence des cellules 

cancéreuses, la radiothérapie est aujourd’hui également utilisée pour stimuler les réponses 

immunologiques anti-tumorales. En particulier, il a été récemment démontré la capacité des 

radiations ionisantes à induire une reprogrammation des TAMs vers un phénotype pro-

inflammatoire anti-tumoral (274). De plus, notre équipe a initié la caractérisation des voies de 

signalisation activées dans cette reprogrammation radio-induite des TAMs (424). Une meilleure 

compréhension des mécanismes moléculaires contrôlant cette activation anti-tumorale des 

macrophages est nécessaire afin d’améliorer l’efficacité de la radiothérapie. 

 

C’est dans ce contexte, que mes travaux de thèse avaient pour objectifs (i) de poursuivre la 

caractérisation des mécanismes moléculaires impliqués dans la reprogrammation radio-induite 

des macrophages et (ii) d’identifier de nouvelles cibles moléculaires inhibitrices de la 

reprogrammation pro-inflammatoire radio-induite des macrophages, afin (iii) de définir de 

nouvelles stratégies thérapeutiques combinatoires permettant d’augmenter l’efficacité de la 

radiothérapie. 
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Abstract 

 

The reprogramming of tumor-associated macrophages (TAMs) by radiotherapy is associated 

with cancer patient’s response and sensitization to immune checkpoint blockade, but the 

molecular mechanisms involved remain largely unknown. Here, we show that following ionizing 

radiation (IR), macrophages accumulate single and double strand-DNA breaks, fragmented 

mitochondria and the DNA sensor cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) in their cytosol. We 

demonstrate that mitochondrial fragmentation is induced by the activation of the dynamin-

related protein 1 (DRP1) and controls the stabilization of cGAS and the proinflammatory 

activation of irradiated macrophages. Furthermore, pharmacological and genetic inhibitions of 

cGAS impair the proinflammatory activation of irradiated macrophages, thus revealing that 

cGAS is a central effector of IR-mediated proinflammatory activation. Interestingly, we also 

report that the purinergic receptor P2Y2 acts as an endogenous repressor of the 

proinflammatory macrophage activation through the negative regulation of NLRP3 

transcription and demonstrate that P2Y2 inactivation enhances the ability of irradiated 

macrophages to undergo proinflammatory activation.  Our results thus define a new signaling 

pathway elicited by IR directing mitochondrial dynamic, cytosolic DNA recognition by cGAS 

and macrophage proinflammatory phenotype, which is enhanced following P2Y2 inactivation. 
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Introduction 

 

Every year, half to thirty percent of cancer patients are treated worldwide with radiotherapy 

alone or in combination with other cancer treatments such chemotherapies and surgery (1). 

Despite the central place of radiotherapy in the armamentarium available to clinicians for 

cancer treatment, the cellular and molecular mechanisms responsible for the effectiveness of 

radiotherapy are partially understood. In response to IR, cancer cells can be directly eliminated 

through the induction of distinct cell-autonomous death (CAD) or non-cell-autonomous death 

(NCAD) modalities (including apoptosis (2), autophagic cell death (3), necroptosis (4), 

methuosis (5), cellular cannibalism (6), ferroptosis (7) and mitotic catastrophe (8)) or senescence 

(9).  These cytotoxic processes can also be associated with the release of immunogenic 

damage-associated molecular patterns (DAMPs) (such as adenosine triphosphate (ATP) (10) 

and high mobility group box 1 (HMGB1) (11, 12)) and the induction of both intracellular and 

extracellular immune-stimulatory signals (such as cytosolic single- or double-strand DNA 

breaks (13) and type I Interferon  (IFN-) (14)) that support the development of an effective 

antitumor immune response. IR can also modulate functions of non-cancerous cells of the 

tumor microenvironment (TME) (including endothelial cells, cancer-associated fibroblast and 

immune cells) (15), reshape the architecture of TME and trigger associated immune-

modulatory effects (16). 

TAMs are major cellular components of TME that support in the vast majority of cancers, tumor 

immune evasion through anti-inflammatory activation (17) and tumor phagocytosis 

defectiveness (18), thus promoting cancer progression and resistance to cancer treatments 

(19). The abrogation of macrophage immunosuppressive activities with immunotherapeutic 

approaches such as monoclonal antibodies against CD47 (20), PI3K inhibitor (21) or 

functionalized nanoparticles (22) reveals that the proinflammatory reprogramming of TAMs 

directs tumor response and better clinical outcomes. Radiotherapy was initially revealed for its 

ability to reshape TME through vasculature normalization and indirect proinflammatory 

reprogramming of TAMs (23). We demonstrated that IR also directly acts on TAMs and induces 

their functional reprogramming from anti-inflammatory to proinflammatory phenotype (24). 

This cell-autonomous process implies the activation of the NADPH oxidase 2 (NOX2), the ataxia 

telangiectasia mutated (ATM) kinase and the interferon related factor 5 (IRF5). The inhibition 

of this proinflammatory signaling is associated with the poor tumor response to preoperative 

adjuvant radiotherapy in locally advanced rectal cancer (24), thus supporting the idea that 

therapeutic proinflammatory reprogramming of TAMs should help to improve radiotherapy 

efficacy. Here, we further explored molecular and cellular mechanisms involved in the 

regulation of IR-mediated proinflammatory macrophage activation. 
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Results 

 

Cytoplasmic DNA breaks and cGAS accumulate in irradiated macrophages during 

proinflammatory activation.  

Considering the ability of IR to induce the release of genomic or mitochondrial DNA into the 

cytosol of irradiated cells (25, 26) and as a consequence, to regulate central macrophage 

functions such as antigen presentation (27) and cytokine secretion (28), the accumulation of 

single-stranded (ss) and double-stranded (ds) DNA breaks in the cytosol of macrophages 

during IR-mediated proinflammatory activation was analyzed. Phorbol myristate acetate 

(PMA)-differentiated human THP1 macrophages were irradiated with a single dose of 2 Gy and 

analyzed using fluorescence microscopy. After 30 minutes, cytosolic puncta containing dsDNA 

breaks accumulated in approximately 35% of 2 Gy-irradiated PMA-differentiated human THP1 

macrophages (Fig. 1A, B), as compared to control, non-irradiated PMA-differentiated human 

THP1 macrophages. Interestingly, ssDNA-containing puncta were also detected in the cytosol 

of 50% of 2 Gy-irradiated, PMA-differentiated human THP1 macrophages (Fig. 1C, D), 

underlining the fast accumulation of both ssDNA and dsDNA fragments in the cytosol of 

irradiated macrophages. To determine whether the accumulation of cytosolic DNA fragments 

could mirror the increased DNA damage detected in the nucleus of irradiated macrophages, 

as we previously reported (24), the phosphorylation of the histone variant H2AX on serine 139, 

also known as -H2AX, was studied by fluorescence microscopy 1 hour after the irradiation of 

PMA-differentiated human THP1 macrophages with a single dose of 2 Gy. Approximately 50% 

of 2 Gy-irradiated PMA-differentiated human THP1 macrophages exhibited nuclear -H2AX+ 

foci (Supplementary Fig. 1A), as compared to control, non-irradiated PMA-differentiated 

human THP1 macrophages, thus suggesting that the cytosolic accumulation of DNA fragments 

is associated with the induction of nuclear DNA damage in irradiated macrophages. The 

expression level of cGAS, which plays a central role in various biological processes elicited by 

IR, such as type I interferon secretion (14, 29), the induction of senescence (30) and the 

activation of innate immunity (13), was also determined using western blots. The increased 

expression levels of cGAS in 2 Gy-irradiated, murine RAW264.7 macrophages (Fig. 1E) or PMA-

differentiated human THP1 macrophages (Fig. 1F), 3 hours and 6 hours after irradiation were 

detected respectively, as compared to control, non-irradiated cells. Ninety-six hours after a 

single dose of 2 Gy, the increased expression levels of the inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

and the interferon regulatory factor 5 (IRF5), which are two proinflammatory markers of 

macrophage activation (31, 32), were detected in PMA-differentiated human THP1 

macrophages. As previously published (24), we confirmed using fluorescence microscopy that 

24 hours after a single-dose of 2 Gy, the frequency of irradiated PMA-differentiated human 

THP1 macrophages expressing iNOS is significantly increased (Fig. 1G, H), as compared to 

control PMA-differentiated human THP1 macrophages. Accordingly, the increased expression 

level of IRF5 is also detected using western blots at 96 hours in 2 Gy-irradiated PMA-

differentiated human THP1 macrophages (Fig. 1I), as compared to control PMA-differentiated 

THP1 macrophages. Of note, we detected the expression level of IRF5 after 6 hours in 2 Gy-
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irradiated murine RAW264.7 macrophages by western blots (Fig. 1J) and thus revealed that the 

increased expression level of cGAS occurs before the proinflammatory activation of irradiated 

macrophages.  To determine whether the increased expression level of cGAS can be detected 

during proinflammatory macrophage activation, we analyzed cGAS expression level in 

response to interferon  (IFN- stimulation. Using western blots, the expression levels of cGAS 

and IRF5 were detected in PMA-differentiated human THP1 macrophages that were stimulated 

for 72 hours with recombinant human IFN- The increased expression levels of cGAS 

(Supplementary Fig. 2A) and IRF5 (Supplementary Fig. 2B) were observed in IFN--stimulated, 

PMA-differentiated human THP1 macrophages, as compared with control macrophages, thus 

suggesting that cGAS increased expression level might be also required for canonical 

proinflammatory activation of macrophages. Altogether, these results reveal that cytosolic 

DNA breaks and cGAS accumulate in macrophages during IR-mediated proinflammatory 

activation.  

 

Dynamin related protein 1 (DRP1)-mediated mitochondrial fragmentation dictates IR-

mediated proinflammatory macrophage activation through cGAS-dependent 

mechanism.  

Considering the central role of mitochondrial fusion/fission cycles, also referred as 

mitochondrial dynamics, for metabolism regulation and proinflammatory activation of 

macrophages (33), the shape of mitochondria in PMA-differentiated human THP1 

macrophages that were irradiated with a single dose of 2 Gy was evaluated by determining, 

using confocal microscopy, the expression of the translocase of the outer mitochondrial 

membrane 20 (TOM20). After a single dose of 2 Gy, PMA-differentiated human THP1 

macrophages exhibited a disturbed mitochondrial network and accumulated rounded, 

fragmented mitochondria in their cytosol (Fig. 2A), as compared to control macrophages that 

mainly showed an interconnected and filamentous mitochondrial network. The frequency of 

macrophages showing a fragmented mitochondrial network significantly increased 30 minutes 

after 2 Gy single-dose irradiation (Fig. 2B), as compared to control macrophages, thus revealing 

that mitochondrial fragmentation is rapidly induced after IR. To characterize molecular 

mechanisms regulating mitochondrial fragmentation in irradiated macrophages, the role of the 

dynamin-related protein 1 (DRP1), which is a central dynamin-related GTPase involved in the 

regulation of mitochondrial fission (34, 35), was evaluated during IR-mediated 

proinflammatory activation. Using western blots, the activating phosphorylation of DRP1 on 

serine 616 (DRP1S616*) was determined in 2 Gy-irradiated murine RAW264.7 macrophages 

(Fig. 2C) and PMA-differentiated human THP1 macrophages (Fig. 2D). The increased expression 

levels of DRP1S616* were observed 6 hours after the irradiation of murine RAW264.7 

macrophages (Fig. 2C) or PMA-differentiated THP1 macrophages (Fig. 2D), respectively. We 

then appreciated the role of DRP1 activation during IR-mediated mitochondrial fragmentation 

and uncovered that the pharmacological DRP1 inhibitor Mdivi1 impairs the mitochondrial 

fragmentation detected 30 minutes after the irradiation of PMA-differentiated human THP1 

macrophages with a single dose of 2 Gy (Fig. 2E-G), thus demonstrating that DRP1 dictates 
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mitochondrial fragmentation in irradiated macrophages. Considering the ability of 

mitochondrial dynamics to cause cytosolic DNA accumulation directly as a result of 

mitochondrial DNA leakage (36) or indirectly after mitochondrial reactive oxygen species (ROS) 

production and genomic alteration (37), the effect of pharmacological or genetic inhibition of 

DRP1 on the increased expression level of cGAS detected 6 hours after 2 Gy single dose 

irradiation of PMA-differentiated human THP1 macrophages was analyzed. We observed using 

western blots that the depletion of DRP1 with specific small interfering RNA (siRNA) (Fig. 2H) 

abrogated the increase of cGAS expression level detected 6 hours after the treatment of 

irradiated PMA-differentiated human THP1 macrophages, thus revealing that the increase of 

cGAS expression level detected in irradiated macrophages depends on DRP1 activation. Finally, 

the role of cGAS during the IR-mediated proinflammatory macrophage activation was 

evaluated using confocal microscopy and western blots. PMA-differentiated human THP1 

macrophages were irradiated with a single dose of 2 Gy in presence of the pharmacological 

inhibitor of human cGAS G140 and analyzed for iNOS, -H2AX and IRF5 expressions. G140 

impaired the increased expression levels of iNOS (Fig. 2I, J) and IRF5 (Fig. 2K) observed 24 hours 

(Fig. 2I, J) and 96 hours (Fig. 2K) after IR, respectively, without affecting the accumulation of -

H2AX+ foci in the nucleus of 2 Gy-irradiated PMA-differentiated human THP1 macrophages 

(Fig. 2I). These results indicate that cGAS acts downstream DNA damage induction in the IR-

mediated proinflammatory signaling pathway that we previously described (24). The 

pharmacological inhibition of murine cGAS with the use of RU521 also impaired the increased 

expression level of IRF5 detected 6 hours after the irradiation of murine RAW264.7 

macrophages with a single dose of 2 Gy (Fig. 2L). Accordingly, the specific depletion of cGAS 

using siRNA abrogated the increased expression level of IRF5 detected 96 hours after 2Gy 

single-dose irradiation of PMA-differentiated human THP1 macrophages (Fig. 2M), confirming 

thus the central role of cGAS in the proinflammatory activation of macrophages elicited in 

response to IR. 

 

Purinergic receptor P2Y2 is an endogenous repressor of proinflammatory macrophage 

activation 

In attempt to identify combinatorial strategies to enhance IR-mediated proinflammatory 

activation of macrophages, we focused on the purinergic receptor P2Y2, which is membrane-

anchored receptor that bind extracellular nucleotides (such as adenosine triphosphate (ATP) 

and uridine triphosphate (UTP)) and can regulate several macrophage functions including 

chemotaxis (38) and cytokine secretion (39, 40). The impact of P2Y2 inactivation on the 

functional reprogramming of macrophages was then investigated (41). Pharmacological 

inhibition of P2Y2 with Kaempferol (a specific P2Y2 inhibitor) promoted classical activation of 

anti-inflammatory human monocyte derived macrophages (hMDMs), as revealed by the 

induction of known human markers of macrophage activation such as tumor necrosis factor  

(TNF-), interleukin 1 (IL-1), and interferon regulatory factor 5 (IRF5) and the reduced 

expression of anti-inflammatory markers such as CD163 and interleukin 10 (IL-10) (Fig. 3A). 

Moreover, P2Y2 inhibition with Kaempferol induced classical macrophage activation to the 
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same extent as the positive control, interferon- (IFN) (Fig. 3B) or another purinergic receptor 

P2Y2 inhibitor, AR-C118925XX (Fig. 3C), as revealed by the increased expression of IRF5 (Fig. 

3B, C). P2Y2 depletion by means of siRNAs (Fig. 3D-H) or short hairpin interfering RNA (shRNA) 

(Fig. 3I) increased expression levels of IRF5 (Fig. 3E, G-I). A diminished membrane expression 

of the alternative macrophage activation marker CD163 (Fig. 3J, K) was detected on 

Kaempferol-treated hMDMs (Fig. 3J, K). A reduced secretion of the cytokine interleukin-10 (IL-

10) from PMA-differentiated human THP1 macrophages (Fig. 3L, N) or hMDMs (Fig. 3M) that 

were treated with Kaempferol (Fig. 3L, M) or depleted for P2Y2 (Fig. 3N) was also observed. 

These results indicate that P2Y2 acts as an endogenous repressor of proinflammatory 

macrophage activation. 

 

P2Y2 inhibition directs the proinflammatory macrophage activation through the 

modulation of NLRP3 transcription. 

We previously reported that purinergic receptor P2Y2 can interact with the nucleotide-binding 

domain leucine-rich repeat containing (NLR) family member NLRP3 (42) and modulate the 

early steps of human immunodeficiency virus type  (HIV-1) or severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2 (SARS-COV-2) infection (42, 43). P2Y2 was shown to regulate NLRP3 

ubiquitination and expression through the modulation of E3 ubiquitin ligase CBL activity (42). 

More recently, P2Y2 was also shown to act as an endogenous repressor of NLRP3 

inflammasome activation (44). In this context and to deeper characterize effects of P2Y2 

inactivation on macrophage functions, NLRP3 protein and mRNA expression levels were 

analyzed after P2Y2 depletion. P2Y2 depletion by means of siRNAs (Fig. 4A, B, D, E) or shRNA 

(Fig. 4C, F) increased protein (Fig. 4A-C) and mRNA (Fig. 4D-F) expression levels of NLRP3 in 

murine RAW264.7 macrophages (Fig. 4A, D) and PMA-differentiated human THP1 

macrophages (Fig. 4B, C, E, F), thus revealing that P2Y2 inhibits NLRP3 transcription. The 

contribution of NLRP3 to the proinflammatory activation of macrophages that were depleted 

for P2Y2 was then evaluated. Control and P2Y2-depleted PMA-differentiated human THP1 

macrophages were silenced for NLRP3 expression and analyzed for IRF5 expression. 

Interestingly, the increased expression level of IRF5 detected after P2Y2 depletion was impaired 

in macrophages subjected to NLRP3 silencing (Fig. 4G), thus demonstrating that P2Y2 

depletion triggers the proinflammatory activation of macrophages through the transcriptional 

regulation of NLRP3 expression. 

 

P2Y2 depletion enhances IR-mediated proinflammatory activation of macrophages. 

Then, the ability of P2Y2 inhibition to enhance IR-mediated proinflammatory macrophage 

activation was evaluated. The effects of P2Y2 inhibition on the accumulation of DNA breaks 

and fragmented mitochondria in the cytosol of 2Gy-irradiated PMA-differentiated human 

THP1 macrophages were first studied. We observed that P2Y2 inhibition alone is sufficient to 

induce the accumulation of both ssDNA and dsDNA fragments in the cytosol of P2Y2-depleted 

macrophages (Fig. 5A-D). Despite the fact that the frequency of macrophages showing dsDNA-

positive puncta did not vary between macrophages depleted for P2Y2 that were irradiated or 
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not with a single dose of 2 Gy (Fig. 5D), the frequency of macrophages showing ssDNA-positive 

puncta was higher in 2Gy-irradiated macrophages that were depleted for P2Y2 than in 2Gy-

irradiated control macrophages (Fig. 5B). As shown in Figures 1 and 2, the cytosolic 

accumulation of DNA breaks positively correlates with the presence of fragmented 

mitochondria detected in 2Gy-irradiated macrophages, in P2Y2-depleted macrophages and in 

2Gy-irradiated macrophages that were depleted for P2Y2 (Fig. 5E, F). Interestingly, we also 

revealed that P2Y2 depletion or 2Gy single-dose irradiation alone increased the frequency of 

macrophages expressing iNOS (Fig. 5G) and showed that P2Y2 depletion significantly increased 

the ability of 2Gy-irradiated PMA-differentiated human THP1 macrophages to express iNOS 

(Fig. 5G, H), as compared to control (shCo.) or 2Gy-irradiated (IR) control (shCo.) PMA-

differentiated human THP1 macrophages. Altogether, these results demonstrate that P2Y2 

inhibition enhances the ability of irradiated macrophages to undergo proinflammatory 

activation.  
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Discussion 

 

Despite the fact that radiotherapy is a cornerstone of cancer treatment, the molecular and 

cellular bases of radiotherapy efficacy are still poorly understood and the characterization of 

antitumor immune-modulatory activities elicited by radiotherapy is under intensive 

investigations. We previously demonstrated that IR promotes the proinflammatory activation 

of macrophages in a cell-autonomous manner through the increased expression of the NADPH 

oxidase 2 (NOX2) and ROS production (24). Oxidative stress causes DNA damages in the 

nucleus of irradiated macrophages and leads to the activation of the Ataxia Telangiectasia 

Mutated (ATM) kinase and subsequent the proinflammatory activation of irradiated 

macrophages (24). We also reported that the inhibition of this signaling pathway impairs the 

proinflammatory activation of macrophages and predicts tumor response to hypofractionated 

radiotherapy in locally advanced rectal cancer (24), thus confirming that the reprogramming of 

anti-inflammatory tumor-associated macrophages (TAMs) into proinflammatory macrophages 

is associated with the efficacy of radiotherapy. In this context and to identify novel cellular 

targets for the improvement of radiotherapy efficacy, we further explored molecular 

mechanisms regulating the proinflammatory activation of macrophages in response to IR.  

 

In this paper, we show that IR rapidly triggered the cytosolic accumulation of single and double 

stranded DNA breaks and DNA sensor cGAS in irradiated macrophages, thus suggesting that 

cGAS may sense IR-induced self-DNA breaks that accumulated in cytosol of irradiated 

macrophages and potentially participate to the proinflammatory activation of irradiated 

macrophages. To determine the causal relationship between the cytosolic accumulation of self-

DNA and proinflammatory macrophage activation, the role of cGAS in this process was studied. 

Our results revealed that in response to IR, cGAS induces the increased expression of iNOS and 

IRF5 and thus, favors the proinflammatory activation of macrophages. Our results are 

consistent with previous publication revealing that cytosolic DNA sensing by cGAS governs 

macrophage proinflammatory activation in myocardial ischemic injury (45). Interestingly, cGAS 

inhibition did not affect the accumulation of -H2AX-containing nuclear foci, thus indicating 

that cGAS may act after the induction of DNA damage and the ATM-dependent DNA damage 

response that we previously involved in the IR-mediated proinflammatory macrophage 

activation (24). Considering that the recognition of cytosolic DNA (46) and the increased 

abundance of cGAS mRNA (45) can both lead the increased expression level of cGAS, further 

investigations are needed to define the molecular mechanisms involved in the upregulation of 

cGAS expression levels detected in response to IR. 

 

We also noticed that fragmented mitochondria accumulated in macrophages upon irradiation, 

suggesting that macrophage mitochondrial dynamic can be affected by IR and may potentially 

contribute to the proinflammatory activation of macrophages. The increased activating 

phosphorylation of the major pro-fission protein DRP1 (DRP1S616*) was detected rapidly after 

the irradiation of macrophages. Moreover, the pharmacological inhibition and the depletion of 
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DRP1 respectively reduced mitochondrial fragmentation and cGAS expression levels in 

irradiated macrophages, thus highlighting that DRP1 activation is required for IR-mediated 

mitochondrial fragmentation and dictates cGAS expression level during proinflammatory 

activation of irradiated macrophages. Our results are in line with the ability of DRP1 to promote 

mitochondrial fragmentation and regulate the secretion of IL-12, IL-6 and IL-1 during LPS-

induced proinflammatory macrophage activation (47). Considering the ability of protein kinase 

C delta (48), cyclin-dependent kinases 1 (CDK1) and 5 (CDK5) (48, 49), calcium–calmodulin 

(CaM)-dependent protein kinase II (50), extracellular signal regulated kinase ERK2 (51) and 

PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1) (52) to induce DRP1S616* phosphorylation, their 

contribution to IR-mediated proinflammatory macrophage activation remain to be addressed. 

Moreover, molecular mechanisms linking DRP1-dependent mitochondrial fragmentation and 

the increased expression levels of cGAS expression remain to be defined. Our results also reveal 

that cGAS supports IR-mediated proinflammatory macrophage activation, corroborating 

recent results showing that the cGAS regulates mTORC1 pathway and controls 

proinflammatory macrophage activation during sepsis-induced lung injury (53) or that the 

activation of STING with the agonist DXMAA promotes a shift from anti-inflammatory to 

proinflammatory phenotype of TAMs (54). Accordingly, a particular attention should be paid 

to the messenger 2′,3′-cGAMP, the kinase STING, other transcription factors such as IRF3 and 

NF-κB and the type 1 interferon secretion (particularly IFN-β) that are known to act 

downstream to cGAS (46, 55-57). Our findings thus provide insights into the role of cGAS 

during radiotherapy and demonstrate that IR triggers a proinflammatory signaling pathway in 

macrophages involving DRP1S616*, mitochondrial dynamic, cytosolic DNA fragments, cGAS 

and IRF5. The crosstalk between this signaling pathway and the molecular cascade (involving 

NOX2, ROS production, ATMS1981* and IRF5) that we previously identified (24), need to be 

addressed. Considering that ATM kinase was shown to restrain spontaneous type I Interferon 

(58), its contribution to IR-mediated proinflammatory macrophage activation need further 

investigations. 

 

Our results also provide strong evidence that purinergic receptor P2Y2-mediated signaling 

pathways play a central role in the repression of proinflammatory macrophage activation. 

Pharmacological inhibition (with Kaempferol or ARC-119825XX) or depletion of P2Y2 promotes 

the proinflammatory activation of PMA-differentiated human THP1 macrophages and murine 

RAW264.7 macrophages. More importantly, the inactivation of P2Y2 reprogrammed anti-

inflammatory hMDMs to proinflammatory hMDMs, thus revealing that P2Y2-mediated 

signaling pathways negatively regulate the switch from anti-inflammatory macrophages to 

proinflammatory macrophages. Our results are consistent with the effects of pharmacological 

and macrophage-specific genetic inhibition of the -catenin (59), the PI3-kinase  (21, 60) or 

the transcription factor c-MYC (61), which are critical for the anti-inflammatory reprogramming 

of macrophages. Considering that purinergic receptor P2Y2 has been involved in regulation of 

biological activities of -catenin (62), c-MYC (63) and the PI3K/AKT-dependent signaling 

pathway (64, 65), further investigations should analyze effects of P2Y2 inactivation on the 
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transcriptional activation of FOS-like antigen 2 (FOSL2) and NFκB, and on the repression of the 

AT-rich interaction domain 5A (ARDI5A) or C/EBP, which are critical for macrophage functional 

reprogramming elicited by the inhibition of -catenin, the PI3-kinase  or c-MYC (21, 59, 61). 

In this study, we also demonstrate that P2Y2 acts as endogenous repressor of NLRP3 

transcription. Furthermore, P2Y2 depletion directs the proinflammatory macrophage activation 

in an NLRP3-dependent manner. Despite NRLP3 activation was involved in the interferon 

regulatory factor 4 (IRF4)-dependent IL-4 transcription in anti-inflammatory macrophages 

obtained for asthmatic mice and patients (66), the contribution of NLRP3 to macrophage 

activation is poorly addressed and further studies are required to decipher molecular 

mechanisms involved in the regulation of macrophage reprogramming by NLRP3.  

 

Others and we proposed that the reprogramming of TAMs with IR alone or in combination 

with other modalities of cancer treatments (such as PARP inhibitors (67) or functionalized 

nanoparticles (68)) might enhance the efficacy of radiotherapy (15). Accordingly, the 

identification of novel mechanisms regulating macrophage functions could help to identify 

novel components whose therapeutic modulations should improve the proinflammatory 

activation of macrophages and the efficacy of radiotherapy. Here, we identify P2Y2 as an 

endogenous repressor of proinflammatory macrophage activation and demonstrated that the 

combination of IR with P2Y2 inactivation enhanced the ability of macrophages to accumulate 

dsDNA breaks and fragmented mitochondria in their cytosol and to be proinflammatory 

activated in response to IR. Our results suggest that combinatorial strategies involving IR and 

P2Y2 inactivation should stimulate the proinflammatory signaling pathway (involving NLRP3, 

DRP1S616*, mitochondrial dynamic, cytosolic DNA fragments, cGAS and IRF5) that we 

described above. Further molecular characterizations are needed to precise the molecular 

cascade involved in this process. Beside these functional considerations, the identification of 

innovative therapeutic strategies allowing the specific inhibition of P2Y2 in TAMs might help 

to improve patient’s response to radiotherapy and have the potential to synergize with other 

cancer treatments such as immunotherapies. 
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Materials and methods 

 

Cells and Reagents  

The human monocytic THP1 cell line and murine RAW264.7 macrophages were respectively 

cultured in RMPI-1640-Glutamax medium (Life Technologies, USA) and DMEM-Glutamax 

medium (Life Technologies, USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum 

(HI FBS) (Hycultec GmbH, Germany) and 100 IU/ml penicillin–streptomycin (Life Technologies). 

Cells were maintained at 37 °C under 5% CO2 humidified atmosphere. Human THP1 cells were 

differentiated into THP1 macrophages with 320 nM of PMA (#tlrl-PMA, Invivogen, USA) during 

24 hours and cultured for additional 24 hours before use. Human monocyte-derived 

macrophages (hMDMs) were obtained and differentiated as previously described (69). 

Kaempferol (#K0133) and ARC-118925XX (#4890) were obtained from Sigma-Aldrich and 

Tocris, respectively. Recombinant Human IFN- (IFN-, #285-IF/CF) was from R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA). Mdivi-1 (#S7162) was from Selleckchem (Houston, TX, USA). G140 

(#inh-g140) and RU521 (#inh-ru-521) were from Invivogen (USA).  

 

Antibodies  

Antibodies used for immunofluorescence were anti-phospho-H2AX (Ser139) (#05-636) 

antibody from EMD Millipore (Billerica, MA, USA), anti-iNOS (#ab3523) and anti-dsDNA 

(#ab27156) antibodies from Abcam (Cambridge, UK), anti-Tom20 (F-10) (#sc-17764) antibody 

from Santa Cruz Biotechnology (Oregon, USA) and anti-DNA, single stranded specific, clone 

F7-26 (MAB3299) antibody from Merck (Darmstadt, DE). For western blots, anti-cGAS (D1D3G) 

(#15103), anti-cGAS (D3O8O) (#31659), anti-Phospho-DRP1 (Ser616) (#3455) antibodies were 

from Cell Signaling Technology. Anti-P2Y2 antibody (#APR-010) and anti-NLRP3 (#ag-20b-

0014) antibody were from Alomone laboratories and AdipoGen, respectively. Anti-IRF5 

(#ab21689) and anti-beta Actin HRP [AC-15] (#ab49900) antibodies were from Abcam, and 

anti-GAPDH (#MAB374) antibody was from BD bioscience. Anti-CD163 Alexa Fluor 647 

(#562669) was from BD Pharmingen. 

 

Irradiation 

As described above, human THP1 cells were differentiated into macrophages with 320 nM of 

PMA (Invivogen, #tlrl-PMA) in 12-well plates (106 cells/well) or in 24-well plates (5x105 

cells/well). Murine RAW264.7 macrophages were seeded in 24-well plates (5x104 cells/well) 24 

hours before treatments. Macrophages were then irradiated with a single dose of 2 Gy in pres-

ence or in absence of indicated pharmacological inhibitors or after indicated knockdowns with 

X-ray irradiator (1 Gy/min, X-RAD 320, Precision X-Ray) and harvested at 30 minutes, 1 hour, 6 

hours, 24 hours or 96 hours after irradiation for western blot and/or immunofluorescence anal-

yses. 
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siRNA and shRNA for gene silencing  

PMA-differentiated human THP1 macrophages were transfected using specific siRNAs for hu-

man P2Y2 (siP2Y2.1 et siP2Y2.2), human NLRP3 (siNLRP3.1 et siNLRP3.2) or control siRNAs 

(siControl) from Sigma, SMARTpool siGENOME Human MB21D1 (115004) siRNAs (M-015607-

01-0005) for cGAS, ON-TARGET plus Human DNM1L (10059) siRNAs for DRP1, siGENOME 

Non-Targeting siRNA Pool #2 (D-001206-14-05) or ON-TARGET plus Non-targeting Pool 

(D001810-10-05) as controls from Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Murine RAW264.7 macro-

phages were transfected using control siRNA (siControl) or specific siRNA for murine P2Y2 

(siP2Y2.1) from Sigma. Transfections used Lipofectamine RNAi max (#13778150, Life Technol-

ogies, Illkrich, France) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the Lipofectamine 

RNAi max and siRNA were mixed in Opti-MEM medium (Thermo Fisher Scientific) without se-

rum and incubated at room temperature for 5 minutes. The transfection mix was then added 

to PMA-differentiated human THP1 macrophages or murine RAW264.7 macrophages for 48 

hours at 37 °C. After 48 hours, the medium was replaced by fresh medium supplemented with 

10% FBS and transfected macrophages were irradiated. For the transfection of hMDMs, smart 

pools of siGenome non-targeting control and P2Y2 specific siRNAs (siP2Y2.3) were obtained 

from Dharmacon and used as previously described (24, 42, 70). Control (shControl) and P2Y2-

depleted (shP2Y2) THP1 monocytes were also used as previously described (42).  Sequences of 

human siRNAs, siGENOME SMARTpool and shRNAs used in this study are shown in 

Supplementary Table 1 and sequences of murine siRNAs are shown in Supplementary Table 2. 

 

Immunofluorescence microscopy and flow cytometry 

PMA-differentiated human THP1 macrophages were cultured on coverslips and fixed after 

treatment with 4% (w/v) paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Germany) in DPBS (Gibco, #14190-

094) for 5 minutes. Macrophages were permeabilized with 0.3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, 

#XXX,) in DPBS for 5 minutes at room temperature, washed in DPBS and blocked with 10% HI 

FBS in DPBS for 1 hour. Macrophages were then incubated with primary antibodies in 10% HI 

FBS in DPBS for 2 hours, washed with D PBS and incubated with the secondary antibodies Alexa 

Fluor 488 (Invitrogen, #A11034) or Alexa Fluor-546 (Invitrogen, #A11030) and Hoechst 33342 

(Invitrogen, #1874027) in DPBS containing 10% HI FBS for 30 minutes at room temperature. 

Coverslips were mounted with Fluoromount-G (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) on mi-

croscope slides (Thermo Fisher Scientific) and examined with Leica TCS SPE confocal micro-

scope (Leica Microsystems, Nanterre, France) using a X63 oil objective, as previously described 

(69). hMDMs (106 cells/mL) were harvested after indicated treatments in RPMI complete me-

dium, washed with DPBS, saturated at 4°C for 20 minutes in DPBS containing 10% HI FBS and 

incubated with anti-CD163 Alexa Fluor 647 (BD Pharmingen, #562669) antibody for 1 hour and 

30 minutes. Membrane expression of CD163 was then analyzed using LSRFortessa (BD) flow 

cytometer. 
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Western blot analysis  

Western blots were performed as previously published (24, 42, 69, 70). Total cellular proteins 

were extracted from treated or transfected PMA-differentiated human THP1 macrophages, 

murine RAW264.7 macrophages or hMDMs in lysis buffer containing 1 M TRIS (pH = 7.4), 5 M 

NaCl, 0.1% CHAPS, and protease and phosphatase inhibitors (Roche, Basel, Switzerland). 3-15 

µg of protein extracts were run on 10%, 12% or 4-12% NuPAGE gels (Invitrogen, Illkrich, France) 

and transferred onto 0.2 μm pore nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Marnes-la-coquette, 

France) at room temperature. After saturation with in Tris-buffered saline containing 0.1% 

Tween 20 (TBS-T) and 5% bovine serum albumin, membranes were incubated with indicated 

primary antibodies overnight at 4 °C and with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit 

or anti-mouse IgG (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) for 2 hours at room temperature. 

Nitrocellulose membranes were then washed with TBS-T and analyzed with enhanced ECL 

detection system (GE Healthcare).  

 

Microarray assay, data processing and analysis 

Human MDMs were treated with 100 µM Kaempferol during 72 hours. Then, mRNAs were 

isolated using RNeasy kit (#74104, Quiagen) and gene expression analyses were performed 

with Agilent® SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray (Agilent Technologies, AMADID 

39494) with the following single-color design. RNAs were labeled with Cy3 using the one-color 

Agilent labeling kit (Low Input Quick Amp Labeling Kit 5190-2306) adapted for small amount 

of total RNA (100 ng total RNA per reaction). Hybridization were then performed on microarray 

using 800 ng of linearly amplified cRNA labeled, following the manufacturer protocol (Agilent 

SureHyb Chamber; 800 ng of labeled extract; duration of hybridization of 17 hours; 40 µL per 

array; Temperature of 65 °C). After washing in acetonitrile, slides were scanned by using an 

Agilent G2565 C DNA microarray scanner with defaults parameters (100° PMT, 3 µm resolution, 

at 20°C in free ozone concentration environment). Microarray images were analyzed by means 

of Feature Extraction software version (10.7.3.1) from Agilent technologies. Defaults settings 

were used. Raw data files from Feature Extraction were imported into R with LIMMA (Smyth, 

2004, Statistical applications in Genetics and molecular biology, vol 3, N°1, article 3), an R 

package from the Bioconductor project, and processed as follow: gMedianSignal data were 

imported, controls probes were systematically removed, and flagged probes (gIsSaturated, 

gIsFeatpopnOL, gIsFeatNonUnifOL) were set to NA. Inter-array normalization was performed 

by quantile normalization. To get a single value for each transcript, taking the median of each 

replicated probes summarized data. Missing values were inferred using KNN algorithm from 

the package ‘impute’ from R bioconductor. Normalized data were then analyzed. To assess 

differentially expressed genes between two groups, we start by fitting a linear model to the 

data. Then, we used an empirical Bayes method to moderate the standard errors of the 

estimated log-fold changes. The top-ranked genes were selected with the following criteria: an 

absolute fold-change > 2 and an adjusted p-value (FDR) < 0.05. 

 

 



117 

 

Detection of IL10 cytokine release  

Supernatants harvested from hMDMs or PMA-differentiated human THP1 macrophages that 

were treated (or not) with 100 μM Kaempferol at indicated times, or from PMA-THP1 that were 

depleted (or not) for P2Y2 were analyzed using ELISA for IL-10 (BD Biosciences, # 550613), 

according to the manufacturers’ instructions. 

 

Quantitative RT-PCR 

After treatment, total cell RNA was extracted using NucleoSpin RNA Plus XS, Micro kit for RNA 

purification with DNA removal column (#740990.250, Macherey-Nagel) according to the 

manufacturer’s instructions. RNA was submitted to reverse transcription and PCR amplification. 

Quantifications were performed by real-time PCR on a Light Cycler instrument (Roche 

Diagnostics, Meylan, France) or using CFX Maestro (BioRad). Sequences of the oligonucleotides 

and probes used to quantify P2Y2, NLRP3 and -actin are given in Table S1. The amplification 

of human P2Y2 (Catalog #4331182 Assay ID Hs01856611_s1, ThermoFisher Scientific), human 

-actin (Catalog #4331182 Assay ID Hs01060665_g1, ThermoFisher Scientific), mouse P2Y2 

(Catalog #4331182 Assay ID Mm02619978_s1) and mouse -actin (Catalog #4331182 

Assay ID Mm02619580_g1) was obtained after 5 minutes at 65°C for annealing primer to the 

template RNA, 10 minutes at 50°C of reverse transcription, 3 minutes at 95°C of denaturation 

and 44 cycles with the following step (95°C during 15 seconds and 58°C for 30 seconds). The 

amplification of human NLRP3 (Catalog #4331182 Assay ID Hs00918082_m1, ThermoFisher 

Scientific) and murine NLRP3 (Catalog #4331182 Assay ID Mm00840904_m1, ThermoFisher 

Scientific) was obtained after 5 minutes at 65°C for annealing primer to the template RNA, 10 

minutes at 50°C of reverse transcription, 10 minutes at 95°C of denaturation and 44 cycles with 

the following steps (95°C for 15 seconds and 60°C for 1 min). Cq results were normalized by -

actin mRNA expression levels and reported to control condition. Data are presented as fold 

changes (FC) and were calculated with relative quantification of CT obtained from quantitative 

RT-PCR (2-DDCt method). 

 

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8.1 (GraphPad). Statistical tests and 

calculated p values (*p< 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001, and ****p< 0.0001) are indicated in each 

figure and corresponding figure legend.  
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Figure legends 

 

Figure 1. Ionizing radiation induces cytoplasmic accumulation of DNA breaks and cGAS 

expression during proinflammatory activation of macrophages. (A, B) Confocal micros-

copy images (A) and percentages (B) of PMA-differentiated human THP1 macrophages show-

ing cytoplasmic double strand (ds) DNA+ foci 30 minutes after treatment with control or 2 Gy 

single-dose ionizing radiation (IR) are shown. Nuclei are stained with Hoechst 33342 (scale bar, 

3 μm). (C, D) Confocal microscopy images (C) and percentages (D) of PMA-differentiated hu-

man THP1 macrophages showing cytoplasmic single strand (ss) DNA+ foci 30 minutes after 

treatment with control or 2 Gy single-dose IR are shown. Nuclei are stained with Hoechst 33342 

(scale bar, 3 μm). (E) cGAS expression level detected 3 hours after the treatment of murine 

RAW264.7 macrophages with control or 2 Gy single-dose IR. Representative western blots are 

shown. -actin is used as loading control. (F) cGAS expression level detected 6 hours after the 

treatment of PMA-differentiated human THP1 macrophages with control or 2 Gy single-dose 

IR. Representative western blot is shown. GAPDH is used as loading control. (G, H) Confocal 

microscopy images (G) and percentages (H) of PMA-differentiated human THP1 macrophages 

expressing iNOS (iNOS+) 24 hours after treatment with control or 2 Gy single-dose IR. Nuclei 

are stained with Hoechst 33342 (scale bar, 5 μm). (I) IRF5 expression level detected after 96 

hours of treatment of PMA-differentiated human THP1 macrophages with control or 2 Gy sin-

gle-dose IR. Representative western blots are shown. GAPDH is used as loading control. (J) 

IRF5 expression level detected after 6 hours of treatment of murine RAW264.7 macrophages 

with control or 2 Gy single-dose IR. Representative western blots are shown. -actin is used as 

loading control. Images are representative from 3 independent experiments. Data are means 

± S.E.M from three independent experiments. P-values (**P< 0.01) determined with two-tailed 

unpaired t-test (B, D, H). 

 

Figure 2. DRP1-dependent mitochondrial fragmentation and cGAS dictates IR-mediated 

proinflammatory activation of macrophages. (A, B) 3D reconstructions of confocal micros-

copy images of the mitochondrial networks (A) and percentages (B) of PMA-differentiated hu-

man THP1 macrophages showing mitochondrial fragmentation 30 minutes after the treatment 

with control or 2 Gy single-dose IR are shown. Mitochondria networks are revealed by TOM 20 

expression (scale bar, 3 μm). Magnifications are shown (scale bar, 1 μm). Images are repre-

sentative from 3 independent experiments. (C, D) DRP1S616* expression level detected 6 hours 

after the treatment of murine RAW264.7 macrophages (C) or PMA-differentiated human THP1 

macrophages (D) with control or 2 Gy single-dose IR. Representative western blots are shown. 

-actin is used as loading control. (E) 3D reconstructions of confocal microscopy images of the 

mitochondrial networks of PMA-differentiated human THP1 macrophages detected 30 minutes 

after the treatment with 10 µM Mdivi-1 with control or 2 Gy single-dose IR are shown. Mito-

chondria networks are detected as shown in (A) (scale bar, 3 μm). Images are representative 

from 3 independent experiments. (F) Higher magnification details of the mitochondrial net-

works detected in 2 Gy-irradiated PMA-differentiated human THP1 macrophages or in PMA-



131 

 

differentiated human THP1 macrophages that were treated with Mdivi-1 and irradiated with a 

single dose of 2 Gy. Images are representative from 3 independent experiments (scale bar, 1 

μm). (G) Percentages of PMA-differentiated human THP1 macrophages showing fragmented 

mitochondria 30 minutes after the treatment with control, 2 Gy single-dose IR, 10 µM Mdivi-1, 

or 2 Gy single-dose IR combined with 10 µM Mdivi-1 are shown. (H) cGAS and DRP1 expres-

sions after 6 hours of culture of PMA-differentiated human THP1 macrophages depleted or 

not for DRP1, and irradiated (or not) with a single dose of 2 Gy. Representative westerns are 

shown. GAPDH is used as loading control. (I, J) Confocal microscopy images (I) and percent-

ages (J) of PMA-differentiated human THP1 macrophages showing iNOS and -H2AX expres-

sions 24 hours after treatment with control, 2 Gy single-dose IR, 5 µM G-140, or 2 Gy single-

dose IR combined with 5 µM G-140 are shown. Nuclei are stained with Hoechst 33342 (scale 

bar, 5 μm). Images are representative from 3 independent experiments. (K) IFR5 expression 

after 96 hours of culture of PMA-differentiated human THP1 macrophages that have been 

treated with control, 2 Gy single-dose IR, 5 µM G-140, or 2 Gy single-dose IR combined with 5 

µM G-140. Representative western blots are shown. GAPDH is used as loading control. (L) IFR5 

expression after 6 hours of culture of murine RAW264.7 macrophages that have been treated 

with control, 2 Gy single-dose IR, 10 µM RU521, or 2 Gy single-dose IR combined with 10 µM 

RU521. Representative western blots are shown. GAPDH is used as loading control. (M) IRF5 

expression after 96 hours of culture of PMA-differentiated human THP1 macrophages depleted 

or not for cGAS and treated with control or 2 Gy single-dose irradiation. Representative western 

blots are shown. GAPDH is used as loading control. Data are means ± S.E.M from three inde-

pendent experiments. P-values (*P< 0.05, **P< 0.01 and ***P< 0.001) were determined with 

two-tailed unpaired t-test (B) or two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (G, 

J). 

 

Figure 3. Purinergic receptor P2Y2 represses proinflammatory macrophage activation. 

(A-N) hMDMs (A, B, H, J, K, M), PMA-differenciated human THP1 macrophages (C, F, G, I, L, 

N) or murine RAW264.7 macrophages (D, E) treated with kaempferol (Kaempf.) (A-C, J-M), 

IFNγ (B), ARC-118925XX (ARC) (C), transfected with siRNA (D-H) or expressing shRNA (I, N) 

were analyzed for gene expression of known human polarization-specific markers (A), IRF5 (B, 

C, E, G-I), P2Y2 (D, F, H, I), membrane CD163 (J, K) and IL-10 (L-N) expressions. Results were 

obtained from at least 3 independent experiments. P-values (*P< 0.05, **P< 0.01) were calcu-

lated by using one sample Wilcoxon test (D, F), Wilcoxon matched-paired signed rank test (K), 

two-tailed unpaired t-test (L, N) and two-tailed Mann-Whitney test (M). 

 

Figure 4. Purinergic receptor P2Y2 negatively regulated NLRP3 transcription. (A-G) Mu-

rine RAW264.7 macrophages (A, D) and PMA-THP-1 macrophages (B, C, E, F) transfected with 

siRNA (A, B, D, E) or expressing shRNA (C, F) for murine (A, D) or human (B, C, E, F) P2Y2 were 

analyzed for NLRP3 protein (A-C) or mRNA expression levels (D-F). -actin is used as loading 

control in (A-C). (G) PMA-THP-1 macrophages were transfected with control siRNA, siRNA for 

P2Y2, siRNA for NLRP3 or for both siRNA P2Y2 and NLRP3 and were analyzed for P2Y2, NLRP3 
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and IRF5 protein expressions. -actin is used as loading control. Results were obtained from at 

least 3 independent experiments. P-values (*P< 0.05 and **P< 0.01) were determined with one 

sample Wilcoxon test (D, E, F). 

 

Figure 5. P2Y2 depletion enhances IR-mediated proinflammatory macrophage activa-

tion. (A-F) Confocal microscopy images (A, C, E) and percentages of PMA-differentiated, con-

trol or P2Y2-depleted human THP1 macrophages showing cytoplasmic dsDNA+ foci (A, B), 

ssDNA+ foci (C, D) or fragmented mitochondria (E, F) 30 minutes after treatment with control 

or 2 Gy single-dose ionizing radiation (IR) are shown. Nuclei are stained with Hoechst 33342 

(scale bar, 3 μm). (G, H) Confocal microscopy images (G) and percentages (H) of PMA-differ-

entiated, control or P2Y2-depleted human THP1 macrophages expressing (or not) iNOS 

(iNOS+) macrophages THP1 after 24 hour treatment with control or 2 Gy single-dose IR are 

shown. Nuclei are stained with Hoechst 33342 (scale bar, 5 μm). P-values (*P< 0.05, **P< 0.01 

and ****P< 0.0001) were calculated by using two-way ANOVA with Tukey’s multiple compari-

sons test (B, D, F, H). 
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Supplemental materials 

 

Supplemental Figures 1-4. 

 

Supplemental Figure 1. PMA-THP1 macrophages exhibited -H2AX+ foci after 2-Gy irra-

diation. (A) Percentages of PMA-differentiated human THP1 macrophages showing -H2AX+ 

nuclear foci 1 hour after treatment with control or 2 Gy single-dose IR (scale bar, 5 μm).  

 

Supplemental Figure 2. cGAS and IRF5 protein expression levels are increased in IFN- 

treated PMA-THP1 macrophages. (A, B) cGAS (A) and IRF5 (B) protein expression levels de-

tected 72 hours after the treatment of PMA-differentiated human THP1 macrophages with 

control or 100 ng/ml IFN-. Representative western blo3ts are shown. -actin is used as loading 

control. 

 

Supplemental Figure 3. Validation of cGAS depletion. (A) PMA-differentiated human THP1 

macrophages depleted for cGAS (siRNA cGAS) were analyzed for cGAS expression. 

 

Supplemental Figure 4. Kaempferol reduces membrane expression of CD206. (A, B) 

hMDMs treated with kaempferol (Kaempf.) were analyzed for membrane CD206 expression. 

Representative flow cytometry analysis (A) and quantifications (B) are shown. Results were ob-

tained form at least 3 independent experiments. P-value (*P< 0.05,) was calculated by using 

Wilcoxon test (B). 
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Supplemental Tables S1 and S2. 

Table S1. Human siRNA, siGENOME SMARTpool, siON-TARGETplus SMARTpool 

and shRNA used in this study. 

 

 

Human Target sg Target sequence Reference 

siGENOME Non 

Targeting SMARTpool 

1 

2 

3 

4 

UAGCGACUAAACACAUCAA 

UAAGGCUAUGAAGAGAUAC 

AUGUAUUGGCCUGUAUUAG 

AUGAACGUGAAUUGCUCAA 

Dharmacon 

D-001206-

14-05 

siGENOME SMARTpool 

MB21D1 

1 

2 

3 

4 

GAAGAAACAUGGCGGCUAU 

GAAGAGAAAUGUUGCAGGA 

GUAAGGAAUUUCUGACAAA 

CAACACUCGUGCAUAUUAC 

Dharmacon 

M-015607-

01-0005 

siON-TARGET plus Non 

Targeting SMARTpool 

1 

2 

3 

4 

UGGUUUACAUGUCGACUAA 

 

UGGUUUACAUGUUGUGUGA 

 

UGGUUUACAUGUUUUCUGA 

 

UGGUUUACAUGUUUUCCUA 

Dharmacon 

D001810-

10-05 

siON-TARGET plus 

SMARTpool DNM1L 

1 

2 

3 

4 

GGAGCCAGCUAGAUAUUAA 

CAUCAGAGAUUGUUUACCA 

CGUAAAAGGUUGCCUGUUA 

GUGAACCCGUGGAUGAUAA 

Dharmacon 

L-012092-

00-0005 

siON-TARGET plus 

SMARTpool P2Y2 

(siP2Y2.3) 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

CGAGAACACUAAGGACAUU 

 

CGACAGAACUGACAUGCAG 

 

GGAAUGCGUCCACCACAUA 

 

UGCCGCUGCUGGUCUAUUA 

Dharmacon 

L-003688-

00-0005 
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Human Target sg Target sequence Reference 

siControl 1 UUCAAUAAAUUCUUGAGGU Sigma 

siP2Y2.1 1 GGAUAGAAGAUGUGUUGGG Sigma 

siP2Y2.2 2 GGCUGUAACUUAUACUAAA Sigma 

siNLRP3.1 1 GGAUCAAACUACUCUGUGA Sigma 

siNLRP3.2 2 UGCAAGAUCUCUCAGCAAA Sigma 

pLKO 1.shP2Y2 1 ATGTTCCACCTGGCTGTGTCTGATGCACT Sigma 

 

Table S2. Mouse siRNA used in this study 

 

Mouse Target sg Target sequence Reference 

siControl 1 UUCAAUAAAUUCUUGAGGU Sigma 

siP2Y2.1 1 CUAAGGACAUUCGGCUAUA Sigma 
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DISCUSSION 

 

Les macrophages constituent la première ligne de défense du système immunitaire innée 

contre les agressions extérieures et sont caractérisés par de nombreuses activités biologiques, 

allant de l’élimination des pathogènes, l’orchestration des processus inflammatoires, 

l’activation de la réponse immunitaire adaptative jusqu’à la réparation tissulaire. Cette 

ambivalence fonctionnelle est due à la capacité des macrophages à adapter ses fonctions aux 

signaux émis par son microenvironnement. L’activation des macrophages participe également 

à la pathogenèse de nombreuses maladies. Leur reprogrammation fonctionnelle d’un 

phénotype pathologique vers un phénotype protecteur constitue donc une stratégie 

thérapeutique prometteuse dans plusieurs contextes pathologiques. En particulier, dans le 

cancer, les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont présents de manière abondante au 

sein de microenvironnement tumoral (TME) et présentent un phénotype majoritairement 

immunosuppresseur et pro-tumoral. La reprogrammation fonctionnelle de ces macrophages 

vers un phénotype aux fonctions anti-tumorales représente une voie thérapeutique 

prometteuse.  

 

Depuis sa découverte, la radiothérapie (RT) occupe une place centrale dans les stratégies 

thérapeutiques anti-tumorales. Au-delà d’induire directement la mort cellulaire et la 

sénescence, il a été démontré que la RT favorise également les réponses immunitaires anti-

tumorales, telles que l’induction de la mort cellulaire immunogène, l’amplification de la 

présentation de l’antigène tumoral et l’activation des cellules T, ainsi que la stimulation d’un 

effet abscopal. En 2011, Klug et al. ont mis en lumière la capacité de la RT à déclencher la 

reprogrammation fonctionnelle des TAMs immunosuppresseurs vers un phénotype pro-

inflammatoire anti-tumoral. A la suite de ces travaux, notre équipe a révélé la capacité des 

rayonnements ionisants (RI) à déclencher directement au niveau des macrophages un 

processus d’activation pro-inflammatoire, qui implique la NADPH oxydase 2 (NOX2), la kinase 

ATM et le facteur de transcription IRF5. La poursuite de la caractérisation des voies de 

signalisation impliquées dans l’activation pro-inflammatoire des macrophages, déclenchées à 

la suite des radiations ionisantes représente selon nous une étape indispensable pour stimuler 

une réponse immunologique anti-tumorale efficace et augmenter l’efficacité anti-tumorale de 

la radiothérapie. 

 

Au cours de mes travaux de recherche, nous avons mis en avant une voie de signalisation, 

déclenchée par les rayonnements ionisants au niveau des macrophages et impliquant 

l’activation du capteur d’ADN cGAS et de la protéine DRP1. De plus, nous avons identifié le 

récepteur purinergique P2Y2 comme étant un répresseur endogène de l’activation pro-

inflammatoire des macrophages. Enfin, nous avons démontré que la combinaison de la RT avec 

l’inhibition du récepteur P2Y2 pouvait potentialiser les effets de la RT sur l’activation des 

macrophages.  
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Dans cette partie, nous allons discuter (i) de la voie de signalisation radio-induite proposée, 

(ii) du rôle du récepteur P2Y2 dans l’activation des macrophages, ainsi que (iii) du rôle potentiel 

de la protéine NLRP3 dans ce processus et (iv) de la combinaison des radiations ionisantes avec 

l’inhibition du récepteur P2Y2.  

 

1. L’ACTIVATION DE LA PROTEINE CGAS DEPEND DE LA PROTEINE DRP1 ET 

DECLENCHE LA REPROGRAMMATION FONCTIONNELLE RADIO-INDUITE DES 

MACROPHAGES. 
 

Au cours de ces travaux de thèse, nous avons détecté l’accumulation de mitochondries 

fragmentées au niveau des macrophages irradiés, suggérant que la modulation de la 

dynamique mitochondriale pourrait contribuer à l’activation pro-inflammatoire des 

macrophages. La fragmentation des mitochondries implique plusieurs protéines 

mitochondriales spécifiques et notamment l’activation de la protéine de fission DRP1. Nous 

nous sommes donc intéressés à l’expression de celle-ci au niveau des macrophages fragmentés 

après irradiation. Une augmentation de la phosphorylation activatrice de la protéine DRP1 

(DRP1 S616*), favorisant la fission mitochondriale, a été détectée rapidement après l’irradiation 

des macrophages. En outre, nos résultats démontrent aussi que l’inhibition de DRP1 diminue 

la fragmentation mitochondriale, la stabilisation de cGAS ainsi que l’activation pro-

inflammatoire des macrophages irradiés. Cela souligne l’implication de la protéine DRP1 dans 

l’induction de l’activation radio-induite des macrophages. Nos résultats sont semblables avec 

ceux obtenus par Kobashigawa et al. sur un modèle de fibroblastes humains, où les radiations 

ionisantes induisent une fission mitochondriale dépendante de DRP1 (325).  

 

De plus, nos résultats peuvent également être mis en parallèle avec d’autres études, 

démontrant l’implication de la phosphorylation de DRP1 S616* dans l’activation des 

macrophages induite par le LPS (190–193). Ces différentes études ont révélé le rôle de la 

stimulation de la voie TLR4 (190), ainsi que celui de la phosphorylation du facteur de 

transcription STAT2 (191) dans l’activation de DRP1 induite par le LPS. Afin de préciser les 

mécanismes impliquant l’activation de DRP1 à la suite de l’irradiation, il serait intéressant 

d’évaluer l’implication de TLR4 et STAT2, dans l’activation radio-induite des macrophages. En 

effet, l’augmentation d’expression de TLR4 médiée par les ROS radio-induits a été décrite au 

niveau des monocytes humains (580). Par ailleurs, Gao & al. ont établi un lien entre les TLRs, la 

fission mitochondriale et l’activation des macrophages. Ils ont montré que les agonistes des 

récepteurs TLRs entraînent la déplétion de la protéine mitochondriale FAM73b, qui induit la 

fission mitochondriale et stabilise le facteur de transcription IRF1. Au niveau des TAMs, ils ont 

révélé que l’activation de cette voie entraîne l’induction de la réponse des lymphocytes T, 

favorisant ainsi une reprogrammation fonctionnelle anti-tumorale de ces TAMs (581). Il serait 

ainsi intéréssant d’étudier si un lien existe entre l’expression de la protéine FAM73b et 

l’induction de la fission mitochondriale dépendante de DRP1 au niveau des macrophages 

irradiés. DRP1 étant une protéine cytosolique, le rôle potentiel de la protéine mitochondriale 
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FAM73b dans la translocation de DRP1 au niveau mitochondrial après irradiation pourrait être 

questionné.  

 

Nos résultats démontrent également que les radiations ionisantes déclenchent rapidement 

l’accumulation cytosolique d’ADN simple et double brin au niveau des macrophages irradiés. 

Avant d’interroger le lien entre cette libération d’ADN cytosolique et la dynamique des 

mitochondries dépendante de DRP1, la question de l’origine de cet ADN cytosolique doit être 

abordée en premier lieu : est-ce une origine nucléaire ? mitochondriale ? Selon l’origine, 

plusieurs mécanismes de libération peuvent être évoqués. D’une part, dans un contexte 

d’irradiation, la libération d’ADN nucléaire peut par exemple faire suite à la formation et la 

rupture des micronoyaux, ou encore en cas de rupture de la membrane nucléaire après mort 

cellulaire. D’autre part, l’irradiation peut également endommager l’ADN mitochondriale 

notamment par la production de ROS. De plus, le changement de dynamique mitochondriale 

entre fusion et fission est décrit dans la littérature comme essentiel pour la distribution de 

l’ADN mitochondrial (ADNmt) (582,583). Il est probable, que l’accumulation d’ADN cytosolique 

observée résulte à la fois d’une libération d’ADN mitochondrial et également d’une libération 

d’ADN nucléaire. Divers mécanismes de libération cytosolique d’ADN et voies de signalisation 

associées pourraient donc ainsi être impliqués et étudiés. 

 

Dans la littérature, il n’est pas décrit de lien direct entre la libération d’ADN nucléaire et la 

protéine DRP1 et/ou la dynamique mitochondriale. En revanche, plusieurs études ont 

démontré que l’induction de la fission mitochondriale est associée à une libération d’ADNmt 

dans le cytosol (193,584–586). Particulièrement, Cao et al., ont montré qu’une fission 

mitochondriale importante induit l’expression de la protéine BAX au niveau mitochondrial, qui 

va alors former un pore, favorisant ainsi la perméabilisation de la membrane externe des 

mitochondries (584). De plus, Montessuit et al. ont montré que cette oligomérisation de BAX 

à la membrane mitochondriale induite par la fission mitochondriale pouvait dépendre de la 

protéine DRP1. La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale représente un des 

mécanismes induisant la libération d’ADNmt (383). La libération de vésicules mitochondriales 

(587), l’augmentation du potentiel de la membrane mitochondriale (588) ou encore la perte de 

certaines protéines mitochondriales compromettant l’intégrité de la membrane des 

mitochondries (589) peuvent également constituer d’autres moyen de libérer l’ADNmt dans le 

cytosol.  

 

Nous avons montré, en plus de l’accumulation cytosolique d’ADN simple et double brin, 

une stabilisation du capteur d’ADN cGAS au niveau des macrophages irradiés, suggérant que 

la protéine cGAS détecte l’auto-ADN induit par les RI et s’accumule dans le cytosol des 

macrophages irradiés. Nous avons ensuite révélé que le capteur cGAS ainsi stabilisé induit une 

augmentation d’expression de l’iNOS et du facteur de transcription IRF5, et favorise l’activation 

pro-inflammatoire des macrophages irradiés. Nos résultats sont cohérents avec des 

publications antérieures, révélant que la détection de l’ADN cytosolique par les capteurs cGAS 
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régit l’activation pro-inflammatoire des macrophages et les lésions ischémiques du myocarde 

(590). Les mécanismes moléculaires, à l’origine de la régulation positive du niveau d’expression 

de cGAS en réponse aux RI restent cependant à étudier. 

 

Le lien entre la stabilisation de la protéine cGAS et l’activation pro-inflammatoire des 

macrophages peut être questionné. Dans ce sens, l’activation de cGAS après la RT est bien 

décrite dans la littérature. Brièvement, après reconnaissance et liaison à l’ADN cytosolique, la 

protéine cGAS est activée et produit le second messager cGAMP, qui se lie à la protéine STING 

et induit sa dimérisation et sa translocation du réticulum endoplasmique vers l’appareil de 

Golgi, où elle se lie à la kinase TBK1 et l’active. Une fois activée, TBK1 stimule la translocation 

des facteurs de transcription NF-κB et IRF3 dans le noyau, où ils favorisent l’expression des 

gènes stimulés par l’interféron et conduisent à la sécrétion d’interféron de type I et des 

cytokines inflammatoires. Il serait donc intéressant d’étudier, si la stabilisation du capteur 

d’ADN cGAS que nous observons est associée à l’activation de l’ensemble de cette voie au sein 

des macrophages irradiés et donc d’étudier l’expression de la protéine STING, la 

phosphorylation de TBK1, les facteurs de transcription IRF3 et NF-κB ainsi que la sécrétion 

d’IFN de type I sur ces macrophages. De plus, Wang et al. ont récemment établi le lien entre 

l’activation de STING et la reprogrammation fonctionnelle des TAMs. Ils ont montré que 

l’activation pharmacologique de STING par ses agonistes permet de reprogrammer les TAMs 

pro-tumoraux en TAMs anti-tumoraux, dans un modèle murin de cancer du sein déficient pour 

la protéine BRCA1. Cet effet permet de lever la résistance thérapeutique aux inhibiteurs de 

PARP induite par les TAMs, ainsi que de potentialiser la réponse anti-tumorale des cellules T 

(278). D’autres études ont également montré l’intérêt de cibler la protéine STING afin d’induire 

une reprogrammation pro-inflammatoire des macrophages. Lam et al. ont révélé que le 

microbiote intestinal est capable de déclencher une reprogrammation fonctionnelle des 

monocytes dans le TME, dépendante de STING et aboutissant à des macrophages anti-

tumoraux (591). Gomes et al., ont montré que la protéine STING contribue à l’induction d’un 

phénotype pro-inflammatoire, lors de l’infection par Brucella abortus et de manière 

dépendante au facteur HIF-1α (592). Enfin, l’activation des macrophages induite par STING via 

la phosphorylation de TBK1 a été révélé et favorise la production de cytokines pro-

inflammatoires, l’associant ainsi à la progression de l’inflammation et la fibrose hépatiques chez 

les patients atteints de stéatose hépatique non alcoolique (593). Ces études démontrent 

l’implication de la protéine STING dans l’activation pro-inflammatoire des macrophages et 

notamment dans l’acquisition d’un phénotype anti-tumoral de la part des macrophages 

(278,591). L’implication de la protéine STING dans notre voie de signalisation, notamment en 

aval de la stabilisation de cGAS est donc questionnable. Cependant, la stabilisation de cGAS 

est également décrite dans la littérature comme indépendante de STING (384). Des travaux 

supplémentaires permettraient d’établir le lien entre la protéine cGAS et l’activation des 

macrophages, et d’étudier l’implication de la protéine STING.  

 

Etant donné la capacité de l’ADN cytosolique à être reconnu par d’autres capteurs 
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cellulaires, l’influence de ces capteurs sur la reprogrammation pro-inflammatoire des 

macrophages irradiés pourrait être évaluée. Par exemple, les récepteurs TLRs, tels que les 

TLR3/7/8 et 9 sont des PRRs capables de détecter les acides nucléiques et d’assurer la 

médiation avec la réponse immunitaire innée. Bao et al. ont démontré au sein des cellules de 

carcinome hépatocellulaire, que l’accumulation cytosolique d’ADN à la suite à la fission 

mitochondriale, est détectée par le récepteur TLR9. Il s’en suit alors l’activation du facteur de 

transcription NF-κB (586). Ce dernier est impliqué dans l’activation pro-inflammatoire des 

macrophages. L’implication de cette voie de signalisation médiée par le récepteur TLR9 dans 

l’activation pro-inflammatoire des macrophages irradiés pourrait ainsi être étudiée. 

 

Pour conclure, notre étude a permis d’établir un lien entre les radiations ionisantes et la 

phosphorylation de DRP1 (S616*), la fission/fragmentation mitochondriale, la libération d’ADN 

cytosolique, la stabilisation de cGAS et l’activation pro-inflammatoire des macrophages.  

 

2. L'INHIBITION DE P2Y2 AUGMENTE LA CAPACITE DES MACROPHAGES A ETRE 

REPROGRAMMES DE FAÇON PRO-INFLAMMATOIRE. 
 

Lors de mes travaux de thèse, nous avons également démontré que l’inhibition 

pharmacologique (par le Kaempférol ou l’ARC-119825XX) ou génétique du récepteur 

purinergique P2Y2 conduit à la réduction de la sécrétion de la cytokine immunosuppressive IL-

10, la diminution d’expression membranaire des marqueurs d’activation anti-inflammatoire 

CD163 et CD206, l’augmentation de l’expression du facteur de transcription IRF5 et l’induction 

de la majorité des marqueurs humains connus de l’activation des macrophages. L’inhibition de 

P2Y2 déclenche l’activation pro-inflammatoire des macrophages et permet d’identifier le 

récepteur purinergique P2Y2 comme un répresseur de cette activation des macrophages. Peu 

d’études existantes établissent un lien clair entre l’activation des macrophages et le récepteur 

P2Y2. D’une part, Dybbro et al. démontrent l’implication du récepteur purinergique P2Y2 dans 

l’activation des macrophages induite par la voie NF-κB et dépendante du LPS, sur un modèle 

de monocytes murins différenciées en macrophages par le M-CSF (539,540). Ces travaux sont 

ainsi en contradiction avec les nôtres. De la Rosa et al. ont également révélé l’implication du 

récepteur P2Y2 dans la sécrétion d’IL-1β au sein des macrophages péritonéaux murins activés 

par LPS + ATP (594). Dans le même sens, Eun et al. ont montré que le LPS potentialise 

l’expression des gènes inflammatoires, induits par les nucléotides dans les macrophages 

murins RAW264.7, par l’expression du récepteur P2Y2 (595), à l’encontre de nos résultats 

obtenus en transcriptomique après inhibition de P2Y2. Enfin, d’autre part, Merz & al. ont étudié 

l’expression des différents récepteurs purinergiques selon l’état d’activation des macrophages. 

Ils ont ainsi montré, que lors de l’activation pro-inflammatoire induite par LPS+IFN-γ sur des 

macrophages murins dérivés de monocytes et différenciés par M-CSF, une diminution 

d’expression du récepteur purinergique P2Y2 est retrouvée (596). Dans l’ensemble, la 

comparaison de nos résultats avec ceux obtenus des différentes études suggère que les 

modèles cellulaires cultivés in vitro (moelle osseuse murine et différenciée en macrophages, 
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macrophages résidents murins, lignées cellulaires humaines ou murines de 

macrophages/monocytes) pourraient conditionner les résultats obtenus. De plus, pour chaque 

étude, différentes stratégies d’activation des macrophages ont été utilisées et peuvent ainsi 

générer des profils d’activation distincts des macrophages, dans lesquels le récepteur 

purinergique P2Y2 peut être impliqué de manière différente.  

 

3. L’IMPLICATION DE LA PROTEINE NLRP3 DANS L’ACTIVATION PRO-

INFLAMMATOIRE DES MACROPHAGES            
 

La question de la voie de signalisation par laquelle le récepteur P2Y2 module l’activation 

des macrophages doit également être adressée. Dans ce sens, notre équipe a auparavant 

démontré l’implication du récepteur purinergique P2Y2 dans la régulation négative de 

l’inflammasome NLRP3 dans des macrophages infectés par le VIH-1 (597). C’est dans ce 

contexte que nous avons voulu nous intéresser à l’implication de la protéine NLRP3 dans 

l’activation des macrophages, observée à la suite de l’inactivation de P2Y2. Nous avons montré, 

que l’inhibition génétique de P2Y2 induit une augmentation de l’expression de la protéine 

NLRP3. De manière intéressante, nous avons révélé que P2Y2 régule l’expression de NLRP3 à 

un niveau transcriptionnel. Par ailleurs, nous avons démontré que l’inhibition génétique de 

NLRP3 permet de réprimer l’activation pro-inflammatoire des macrophages induite par 

l’inactivation fonctionnelle de P2Y2, suggérant ainsi que la régulation transcriptionnelle de 

NLRP3 est nécessaire pour la modulation de l’activation pro-inflammatoire des macrophages 

dépendante de P2Y2, soulignant ainsi une nouvelle fonction de la protéine NLRP3 au cours de 

l’activation pro-inflammatoire des macrophages.  

 

La protéine NLRP3 est impliquée dans la formation de l’inflammasome NLRP3, complexe 

multiprotéique essentiel à la réponse immunitaire innée et se caractérisant par la libération de 

cytokines pro-inflammatoires (telles que les interleukines IL-1β et IL-18) ou encore par le 

clivage de la gasdermine-D (GSDM-D) et la translocation de cette dernière au niveau de la 

membrane plasmique, formant ainsi un pore membranaire. Dans ce contexte, il serait 

intéressant de déterminer si l’induction de l’expression de la protéine NLRP3 observée après 

inhibition de P2Y2 est associée ou non à l’activation de l’inflammasome NLRP3. Il serait ainsi 

intéressant d'étudier l'expression des constituants de cet inflammasome (la caspase-1 et la 

protéine ASC) ainsi que ses produits (IL-1β, IL-18 et GSDM-D). Dans ce sens, nos résultats de 

transcriptomique ont montré que l’inhibition de P2Y2 sur des macrophages humains induit la 

hausse d’expression de l’ARNm de l’IL-1β. De plus, ces résultats ont été confirmé in vitro par 

notre équipe, au cours d’un projet mené en parallèle, démontrant que les macrophages 

déplétés pour P2Y2, présentent une sécrétion plus importante d’IL-1β (Annexe 1). La poursuite 

de l’étude de l’inactivation fonctionnelle de P2Y2 sur les autres composants et sécrétions de 

l’inflammasome NLRP3, nous permettrait de déterminer si l’inhibition de P2Y2, au-delà 

d’impacter les niveaux transcriptionnels et protéiques de NLRP3, impacte également la 

formation de l’inflammasome. De plus, la formation de l’inflammasome NLRP3 induit 
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également une mort cellulaire inflammatoire, appelée pyroptose. Il serait ainsi intéressant de 

considérer si l’inactivation fonctionnelle de P2Y2 au niveau des macrophages, induit une 

activation pro-inflammatoire des macrophages transitoire, aboutissant à la mort de ces 

macrophages.  

 

Quelques études impliquent l’activation de l’inflammasome NLRP3 dans le phénotype pro-

tumoral macrophages (598–600). La sécrétion d’IL-1β dépendante de NLRP3 dans ces études 

est majoritairement décrite comme jouant un rôle dans la progression tumorale. Au contraire, 

d’autres études décrivent un rôle anti-tumoral de l’activation de NLRP3 au sein des TAMs 

(577,578). Le modèle tumoral et le microenvironnement tumoral associé, ainsi que le stade 

tumoral peuvent expliquer les différences observées. La contribution de NLRP3 à l’activation 

des macrophages doit ainsi être plus caractérisée. Il nous paraît ainsi essentiel (i) de préciser 

les mécanismes moléculaires régulés par NLRP3 et impliqués dans l’activation des 

macrophages et (ii) préciser l’effet des rayonnements ionisants sur cette voie de signalisation 

cellulaire. 

 

Il est également important de déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels le 

récepteur purinergique P2Y2 contrôle la transcription de la protéine NLRP3. Dans la littérature, 

plusieurs facteurs de transcription ont été décrits comme impactant l’expression de la protéine 

NLRP3 : NF-κB (601), NR1D1 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1) (602), récepteur 

des hydrocarbures aryliques (AhR) (603), BCL6 (B cell lymphoma 6) (604), GFI1 (Growth Factor 

Independence 1) (605). Il serait ainsi pertinent de déterminer si le récepteur P2Y2 interagit avec 

l’un ou plusieurs de ces facteurs de transcription. 

 

4. LA COMBINAISON DE LA RADIOTHERAPIE ET L’INHIBITION DU RECEPTEUR 

P2Y2 AUGMENTE LA CAPACITE DES MACROPHAGES IRRADIES A ETRE ACTIVES 

DE FAÇON PRO-INFLAMMATOIRE. 
 

Plusieurs études se sont intéressées à des stratégies combinatoires de la radiothérapie avec 

la signalisation purinergique. La plupart d’entre elles, se sont concentrées soit sur la déplétion 

des niveaux d’adénosine, en particulier par l’inhibition des ectonucléotidases (606) ou par 

l’usage d’antagonistes des récepteurs à l’adénosine (557), ou soit sur l’amplification de la mort 

immunogène radio-induite (ICD), notamment par la surexpression du récepteur P2X7 (607). 

Cependant, il n’est pas décrit des études combinant la radiothérapie et la signalisation 

purinergique dans le but de potentialiser la reprogrammation radio-induite des macrophages. 

 

Dans nos travaux, en plus d’avoir démontré que l’inactivation fonctionnelle de P2Y2 favorise 

l’activation pro-inflammatoire des macrophages, nous avons également révélé une 

augmentation de la reprogrammation pro-inflammatoire des macrophages irradiés lorsque 

P2Y2 est inactivée. En effet, nous avons montré que l’inhibition de P2Y2 permet d’amplifier 

l’accumulation d’ADN cytosolique, la fragmentation mitochondriale et l’activation pro-
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inflammatoire des macrophages, induits après irradiation. L’effet de la combinaison sur la 

stabilisation de cGAS ainsi que sur l’activation de la protéine DRP1 est en cours d’étude et nous 

permettra de déterminer si l’inactivation de P2Y2 agit en amont ou dans l’une des étapes en 

aval de la voie de signalisation radio-induite décrite. Il existe ainsi un réel intérêt thérapeutique 

de combiner la radiothérapie et l’inhibition de P2Y2, notamment par la potentialisation des 

effets immunologiques anti-tumoraux radio-induits, permettant in fine d’améliorer l’efficacité 

de la RT et la réponse anti-tumorale. Ces effets restent cependant à être étudiés in vivo. De 

plus, afin d’optimiser l’efficacité de la radiothérapie, il serait intéressant d’envisager un moyen 

thérapeutique pour induire la déplétion de P2Y2 au niveau des macrophages et de le combiner 

avec des rayonnements ionisants. Une stratégie telle, permettrait de cibler spécifiquement les 

macrophages pro-tumoraux et d’induire leur reprogrammation sans affecter les autres types 

cellulaires composant le microenvironnement tumoral. 

 

5. L’ACTIVATION PRO-INFLAMMATOIRE DES MACROPHAGES IN VITRO 
 

Dans nos travaux, nous avons déterminé l’activation pro-inflammatoire des macrophages 

par l’induction de plusieurs marqueurs in vitro : la protéine iNOS et le facteur de transcription 

IRF5 principalement. Cette caractérisation par marqueurs in vitro doit être couplée avec des 

études fonctionnelles, afin de démontrer le caractère anti-tumoral du phénotype induit. En 

effet, plusieurs études montrent que les macrophages peuvent aborder des phénotypes mixtes, 

exprimant à la fois des marqueurs pro et anti-inflammatoires (608). En particulier, une grande 

majorité de travaux ont associé l’expression d’iNOS au niveau des TAMs à des fonctions anti-

tumorales (274), mais certains travaux ont également associé cette expression d’iNOS à des 

fonctions pro-tumorales des TAMs (417). Ces disparités s’expliquent par les différents modèles 

tumoraux utilisés, reflétant ainsi la diversité fonctionnelle et phénotypique réelle des TAMs 

selon le contexte tissulaire tumoral (origine des macrophages, organe touché, niche tumoral…). 

Il semble ainsi pertinent dans la poursuite de nos travaux, d’aller au-delà de la biologie pure 

du macrophage et de prendre en compte les fonctions du macrophages dans un ensemble 

tissulaire et pathologique précis, afin d’étudier les fonctions des macrophages ainsi activés et 

de caractériser de manière plus précise leur phénotype et l’effet de notre voie de signalisation. 
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PERSPECTIVES 

 

Lors de ces travaux de thèse, nous avons mis en évidence de nouveaux mécanismes 

moléculaires impliqués dans l’activation des macrophages induite par les radiations ionisantes, 

médiée par l’activation du capteur d’ADN cGAS dépendante de la protéine mitochondriale 

DRP1. Nous avons identifié le récepteur purinergique P2Y2 comme un répresseur endogène 

de la reprogrammation pro-inflammatoire des macrophages. Nous avons montré que 

l’inactivation fonctionnelle de ce dernier combiné à l’irradiation permet d’augmenter la 

capacité des macrophages à entreprendre une activation pro-inflammatoire. Enfin, dans le but 

de caractériser les mécanismes induits par P2Y2, nous avons révélé l’implication de la protéine 

NLRP3, dans l’activation pro-inflammatoire des macrophages observée à la suite de 

l’inactivation de P2Y2. 

 

Dans l’ensemble, ces travaux de thèse suggèrent que l’inactivation du récepteur 

purinergique P2Y2 au niveau des macrophages pourrait avoir un intérêt thérapeutique seule 

ou en combinaison avec la radiothérapie. 

 

En combinaison avec la radiothérapie, il nous semble intéressant d’évaluer la capacité d’ARN 

silencieux ou d’anticorps bloquant dirigés contre le récepteur purinergique P2Y2 ou d’agents 

pharmacologiques capables d’inhiber l’activité biologique du récepteur purinergique P2Y2, à 

induire la reprogrammation des TAMs et favoriser une réponse anti-tumorale. Un ciblage 

spécifique des TAMs pro-tumoraux à reprogrammer par l’utilisation d’outils de nanomédecine, 

tels que des nanoparticules fonctionnalisées, pourrait aussi être envisagé, afin notamment 

d’épargner les populations de macrophages physiologiques (les macrophages résidents ou les 

TAMs anti-tumoraux). Récemment Yu et al. ont démontré que la radiothérapie abroge la 

résistance à l’immunothérapie induite par les métastases hépatiques. Il a été montré que 

l’irradiation ciblée des métastases hépatiques participait à la reprogrammation des TAMs vers 

un phénotype anti-tumoral, prévenait la perte de cellules T CD8+ spécifiques et augmentait la 

réponse systémique aux immunothérapies (258). Dans ce même modèle in vivo, il serait 

intéressant de combiner la radiothérapie avec une stratégie de nanomédecine ciblant les TAMs 

pro-tumoraux et induisant la déplétion de P2Y2 et voir si cela peut améliorer la réponse anti-

tumorale. 

 

Enfin, dans un contexte inflammatoire, il nous semble pertinent d’envisager l’utilisation 

d’agonistes ou d’induire la surexpression du récepteur purinergique P2Y2, afin d’avoir un 

impact négatif sur l’inflammation. Notre équipe a notamment montré l’intérêt des agonistes 

du récepteur P2Y2 dans la régulation négative de l’inflammasome NLRP3 et dans le traitement 

de l’infection au SARS-CoV-2 ainsi que dans le traitement de l’inflammation pulmonaire 

(Annexe 1). 
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Abstract 
 

Functional interaction between the purinergic receptor P2Y2 and the nucleotide-binding 

oligomerization (NOD)-like receptor protein 3 (NLRP3) was recently described in macrophages, 

however the impact of P2Y2 on NLRP3 inflammasome activation and lung inflammation-

associated pathogenesis remains unexplored. Here, we report that the purinergic receptor 

P2Y2 acts as an endogenous repressor of NLRP3 inflammasome activation. P2Y2-/- mice 

exhibit an increase of plasma IL-1β concentration and pyroptotic cell death of lung 

macrophages. These results were confirmed in vitro with human macrophages inactivated for 

P2Y2. Inversely, P2Y2 activation with agonists impair the secretion of IL-1β through the 

inhibition of apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain 

(ASC) oligomerization, thus highlighting that P2Y2 negatively regulates NLRP3 inflammasome 

assembly. To assess the potential of P2Y2 activation for the treatment of lung diseases 

triggered by excessive NLRP3 inflammasome activation, we first analysed the biological effects 

of P2Y2 agonists on the replication of SARS-CoV-2, which depends on the activation of NLRP3 

inflammasome. Surprisingly, P2Y2 agonists impair the replication of SARS-CoV-2, and inversely, 

a pharmacological inhibitor of P2Y2 (Kaempferol) stimulates the viral replication, thus revealing 

that P2Y2 act as a host restriction factor for SARS-CoV-2. Furthermore, the P2Y2 agonist 

Diquafosol also protects mice from bleomycin-induced lung inflammation and injury, which 

are triggered by NLRP3 inflammasome activation. Altogether, our results identify P2Y2 as a 

druggable endogenous repressor of NLRP3 inflammasome activation that offers novel 

opportunities for treatment of NLRP3-related pulmonary inflammatory diseases such as acute 

lung injury (ALI), acute respiratory distress syndrome (ARDS) and coronavirus disease 2019 

(COVID-19). 
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Character summary 
 

NLRP3 inflammasome activation is involved in several lung inflammatory diseases. P2Y2 ago-

nists abrogate NLRP3-dependent SARS-CoV-2 replication and lung inflammation, making P2Y2 

agonists candidates for ALI or COVID-19 treatment. 

  



193 

 

Introduction 

 

Inflammasomes are composed of cytosolic pathogen pattern receptors (PPRs) that sense in-

tracellular pathogen-associated molecular-patterns (PAMPs) or damage-associated molecular-

patterns (DAMPs), such as pathogen-derived nucleic acids, lipopolysaccharide (LPS), adenosine 

triphosphate (ATP) or uric acid, in response to microbial infection or cellular stress. Upon recog-

nition of ligands, cytosolic sensors such as NOD-like receptors (NLRs), retinoic acid-inducible 

gene I (RIG-I)-like receptors (RLRs), pyrin or absent in melanoma 2 (AIM2)-like receptors (ALRs) 

oligomerize with ASC to form a large protein complex also known as ASC speck. ASC speck 

then recruits the pro-caspase-1 to form multimeric protein complex that promotes the prote-

olytic activation of caspase-1 and subsequently, drives the maturation of interleukins 1β (IL-1β) 

and 18 (IL-18), and the induction of pyroptosis [1, 2]. The NLRP3 inflammasome, which can be 

activated by a wide variety of stimuli, requires the assembly of NLRP3 with ASC and pro-

caspase-1 [3]. NLRP3 expression and functions, which are critical to numerous physiological 

processes, including innate immune response and tissue homeostasis [4], are tightly regulated 

by multiple transcriptional and post-transcriptional modifications (including ubiquitinylation, 

phosphorylation and sumoylation) [3]. Nevertheless, excessive NLRP3 inflammasome activation 

or dysregulation has been detected and involved in numerous human respiratory disorders 

including chronic obstructive pulmonary disease (COPD), idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), 

ALI/ARDS and COVID-19 [5, 6]. Considering the importance of identifying novel NLRP3 inflam-

masome inhibitors for the treatment of lung inflammatory diseases, a better understanding of 

cellular and molecular mechanisms regulating NLRP3 inflammasome activation is under in-

tense investigations. 

P2 purinergic receptors (P2Rs) are ubiquitously expressed plasma membrane danger receptors 

that ligate extracellular nucleotides such as adenosine triphosphate (ATP) or uridine triphos-

phate (UTP) [7]. These receptors, which are divided into two subtypes, the ionotropic P2X pu-

rinergic receptors and the metabotropic G protein-coupled-P2Y purinergic receptors, regulate 

multiple physiological and pathophysiological processes, ranging from neurotransmission to 

immune response and from inflammation to pathogen infection and cancer development [8-

10]. P2X and P2Y subtypes consist of 7 (P2X1 to P2X7) and 8 (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, 

P2Y12, P2Y13 and P2Y14) receptors, respectively [7]. A wide variety of cellular functions are 

controlled by P2Rs such as migration, maturation, phagocytosis, antigen presentation, inflam-

matory cytokine secretion and cell death [11]. Overlaps between cellular functions of P2Rs and 

those regulated by NLRP3 infammasome have been identified and characterized. Upon binding 

of extracellular ATP, P2X7 purinergic receptor may interact with NLRP3 protein [12] and acts 

upstream NLRP3 inflammasome signaling pathways [1]. P2X7-dependent NLRP3 inflam-

masome activation is a key step in the regulation of innate immune response against infection 

and diseases [1, 13]. Nevertheless, several human diseases in whose P2X7 dictates NLRP3 in-

flammasome activation have been reported including age-related macular degeneration [14], 

uveitis [14], diabetes [15], bacterial infection [16] and ALI/ARDS [17, 18]. We recently revealed 

that in addition to the stimulation of hyperinflammation, NLRP3 inflammasome supports SARS-
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CoV-2 replication [16]. Interestingly, P2X7 was identified as a driver of NLRP3 inflammasome 

activation during SARS-CoV-2 replication [16]. The purinergic receptor P2X4, whose functional 

interactions with P2X7 were reported [19], was proposed as positive modulators of NLRP3- 

dependent release of IL-1β and IL-18 [20]. The metabotropic P2Y2 purinergic receptor, which 

was initially involved in cystic fibrosis [21] and migration of neutrophils [22], was recently in-

volved in the entry of HIV-1 into host cells [8]. A constitutive interaction between P2Y2 and 

NLRP3, which was initially reported in macrophages [9], was found up-regulated during the 

early steps of HIV-1 infection and involved in the control of host cell permissiveness [9], thus 

revealing an unsuspected functional link between P2Y2 and NLRP3 during macrophage activa-

tion and infection. To further characterize the functional interaction between P2Y2 and NLRP3, 

we first studied effect of P2Y2 inactivation on macrophage functions including IL1-β secretion 

and pyroptotic death using knockout mice, and investigated molecular regulatory mechanisms 

in vitro. We then determined biological effects of P2Y2 inactivation or activation on NLRP3 

inflammasome activation in response to inflammatory stimulation or SARS-COV-2 infection in 

vitro, and on bleomycin-induced inflammation and lung injury in vivo. 
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Material and methods 

 

Additional details can be found in supplementary material. 

 

P2Y2 agonists and chemical compounds 

Uridine 5’-triphosphate (UTP) (#U6625), Kaempferol (#K0133), Lipopolysaccharides (LPS) 

(#L2880), Adenosine 5’-triphosphate (ATP) (#A2383) were purchased from Sigma-Aldrich. Di-

quafosol (#HY-B0606) and Denufosol (#ND45968) were from MedChemExpress and Biosynth 

Carbosynth, respectively. Phorbol myristate acetate (PMA) (#tlrl-pma) and Nigericin (#tlrl-nig-

5) were from Invivogen. 4-Thio-UTP (#31556-28-2) was from BOC Sciences and recombinant 

human interferon gamma (IFNγ) was from R&D systems (#285- IF). 

 

Cell lines and primary cells 

Monocyte THP1 cells were obtained from ATCC (#TIB2002) and maintained in RPMI-1640- Glu-

tamax medium (Gibco, Life Technologies, UK) supplemented with 10% heat inactivated (HI) 

foetal bovine serum (FBS) (Eurobio, France) and 100 UI penicillin/streptomycin (P/S) (Gibco, Life 

Technologies, United Kingdom). THP1 macrophages were obtained after incubation for 24 

hours with 320 nM PMA, as previously described [23], with the exception of LDH release assay 

where THP1 macrophages were obtained 3 days after incubation of THP1 monocytes with 100 

nM PMA for 3 hours. African green monkey kidney Vero E6 cells were obtained from ATCC 

(#CRL-1587), ACE2-overexpressing A549 (ACE2-A549) cells were obtained from Dr. Olivier 

Schwartz (Institut Pasteur, France), ACE2 and transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2)-

expressing A549 (ACE2-TMPRSS2-A549) cells were from Invivogen (#a549-hace2tpsa). All cells 

were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, USA) with 10% HI FBS 

and 100 UI P/S at 37°C. Caco-2 cells were obtained from Pr. Guido Kroemer (Gustave Roussy, 

France) and cultured in EMEM (30-2003, ATCC) supplemented with 20% HI FBS and 100 UI P/S 

at 37°C. All cell lines used were mycoplasma-free. Human Monocytes Derived Macrophages 

(hMDMs) were generated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from 

buffy coats of healthy donors from the French blood bank (Établissement Français du Sang 

(EFS)), after approval of EFS ethical committee (convention N°14EFS003) in agreement with 

French law and after obtaining a written informed consent for each donor. As previously de-

scribed [24], monocytes were separated from PBMCs by adherence to the plastic and cultured 

in hydrophobic Teflon dishes (#94.6077.305, Lumox) in RPMI 1640 medium supplemented with 

200 mM L- glutamine, 100 UI P/S, 10 mM HEPES, 10 mM sodium pyruvate, 50 μM β-mercap-

toethanol, 1% minimum essential medium vitamins, 1% non-essential amino acids (all from 

Gibco) and 20% HI human AB serum (hABS) (#H3667, Sigma). For treatment with Kaempferol 

or P2Y2 depletion, MDMs were harvested and cultivated in supplemented RPMI 1640 medium 

containing 10% of HI FBS. Mouse bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were obtained 

from femurs of 5 to 6-week-old C57BL/6 JRj mice (JANVIER Labs, France) after flushing with 

cold phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco) containing 5% FBS and filtration through a 70-

μm strainer. After 5 minutes of centrifugation at 4°C, supernatant was discarded and cells were 
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cultured in RPMI-1640-Glutamax medium (Gibco) supplemented with 10% HI FBS, 100 UI P/S 

and 20 ng/mL recombinant mouse M-CSF (BioLegend, US) during 7 days. Primary salivary gland 

epithelial cells were obtained as previously described [16] and were plated at the concentration 

of 100 000 cells per well in 48-well plates that were pre-treated with collagen for 1 hour at 

37°C.  

 

Samples from P2y2
+/+ 

and P2y2
-/- 

mice  

Two weeks old P2y2+/+ and P2y2-/- transgenic mice were obtained from Dr. Isabelle Couillin 

(INEM-UMR7355, Orleans, France) and sacrificed upon arrival following the Federation of Eu-

ropean Laboratory Animal Science Association guidelines and in accordance with the Ethical 

Committee of the Gustave Roussy Cancer Campus (CEE A26) (Villejuif, France). After sacrifice, 

plasmatic serum was stored at -80°C and lung biopsies were either fixed or digested for bio-

logical analysis as previously described [25]. 

 

In vitro infection with SARS-CoV-2 

Vero E6 cells, ACE2-A549 and Caco-2 cells were infected during indicated times with SARS-

CoV-2 (BetaCoV/France/IDF0372/2020) at multiplicity of infection (MOI) from 1 to 2 for cyto-

pathogenic analysis, from 0.1 to 0.2 for WB experiments, quantitative PCR experiments and 

immunofluorescence (IF) experiments on Vero E6 cells and at MOI 1 for IF experiments. Viral 

infections were performed in absence or in presence of 100 μM Diquafosol, Denufosol, 500 μM 

UTP or 100 μM Kaempferol, unless stated otherwise. As previously published [16], ACE2-

TMPRSS2-A549, ACE2-A549 and Vero E6 cells were also infected during 4 hours with HIV-

1NL4-3ΔEnv particles (defective in viral envelope) pseudotyped with the SARS-CoV-2 spike (S) 

envelope (S-LV) at MOI 0.1 during 4 hours for WB experiments. Virus neutralization was 

achieved using convalescent COVID-19 serum collected, as previously described [16]. Primary 

salivary gland epithelial cells were infected with SARS-CoV-2 at MOI of 0.5 for 48 hours in 

presence of 100 μM Kaempferol. Viral RdRp RNA was then analyzed using quantitative RT-PCR. 

 

Bleomycin lung injuries 

Female C57BL/6J mice aged 8 to 10 weeks (from JANVIER Labs (France)) were anesthetized 

with 2% isoflurane and instilled into the trachea with 50 UI bleomycin (Gustave Roussy Institute, 

France). Diquafosol (# HY-B0606, MedChemExpress) (300 μg in 100 μL/mouse) was intraperi-

toneally administrated 3 days before and after intratracheal instillation of bleomycin, and then, 

Diquafosol was injected every 3 days until day 21. Mice were randomized into 4 experimental 

groups: control mice, Diquafosol-treated mice, bleomycin-treated mice, and mice treated with 

bleomycin and Diquafosol. Lung injury was evaluated by determining lung density through 

computed tomography imaging. Lung immune infiltrate was analysed using immunohisto-

chemistry (HES staining) and flow cytometry. Mice were sacrificed after CT imaging. 
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Computed tomography imaging 

Twenty-one days after intratracheal instillation of bleomycin, mice were anesthetized with 2% 

isoflurane and computed tomography analysis of lung was performed using IVIS® SpectrumCT 

preclinical in vivo imaging system and Living Image (PerkinElmer) software. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad). Statistical tests and 

calculated p values (*p< 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001, and ****p< 0.0001) are indicated in each 

figure and corresponding figure legend. 
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Results 

 

The purinergic receptor P2Y2 is an endogenous repressor of inflammasome activation. 

To study effects of P2Y2 inactivation on macrophage functions, we first assessed basal expres-

sion levels of IL-1β in P2y2-/- and P2y2+/+ mice. Interestingly, the baseline plasma levels of IL-

1β in P2y2-/- mice were higher than in wild type controls (Figure 1a), suggesting that P2Y2 acts 

to suppress production of IL-1β. In addition, P2y2-/- mice exhibited a significant reduction in 

the frequency of interstitial macrophages carrying signs of proinflammatory activation (Gr1-

CD11b+CD11c+CD40+) (Figure 1b, 1c and supplementary Figure S1). The vast majority of resid-

ual P2y2-/- lung CD40+ macrophages contained cleaved caspase-1 and exhibited nuclear DNA 

fragmentation (as revealed by the TUNEL assay) (Figure 1d-1g), suggesting that the proinflam-

matory P2y2-/- interstitial macrophages were eliminated through pyroptosis. We then investi-

gated the ability of human macrophages to release IL-1β upon treatment or not with lipopol-

ysaccharide (LPS) and adenosine triphosphate (ATP) following P2Y2 inhibition. Pharmacologi-

cal inhibition of P2Y2 with Kaempferol (a specific P2Y2 inhibitor) (Figure 1h and 1j), or depletion 

of P2Y2 by means of specific short hairpin RNAs (Figure 1i) or small interfering RNAs (Figure 

1k and 1l), increased IL-1β release from PMA-treated THP1 macrophages primed with LPS and 

simulated with ATP (LPS+ATP) or from human monocyte derived macrophages (hMDMs), thus 

revealing that P2Y2 interferes with inflammasome activation. Accordingly, PMA- differentiated 

THP1 macrophages released the cell death marker, lactate dehydrogenase (LDH), upon treat-

ment or not with LPS+ATP following P2Y2 inhibition with Kaempferol (Figure 1m). This 

LPS+ATP-induced THP1-cell death was inhibited by depletion of caspase-1 (CASP1) (Figure 1m 

and supplementary Figure S2). These results are consistent with the interpretation that P2Y2 

inactivation favours CASP1-dependent macrophage pyroptosis. Altogether these results indi-

cate that P2Y2 antagonizes inflammasome activation. 

 

P2Y2 activation impairs the oligomerization of NLRP3 inflammasome. 

Considering the functional interaction between P2Y2 and NLRP3 that we initially described [9], 

we then investigated the impact of P2Y2 on the activation of NLRP3 inflammasome. Pharma-

cological stimulation of P2Y2 with agonists Diquafosol (Figure 2a, 2b and supplementary Figure 

S3a and S3b) or 4-thiouridine-5’-triphosphate (supplementary Figure S3a and S3b) impaired 

IL-1β release from PMA-treated THP1 macrophages primed with LPS and stimulated with ATP 

(LPS+ATP) (Figure 2a and supplementary Figure S3a and S2b), or Nigericin (LPS+Nigericin) 

(Figure 2b). P2Y2 agonists prevented the release of pro-caspase-1 (pro-CASP1) and its cleaved 

form (cleaved-CASP1) in the supernatant from PMA-treated THP1 macrophages stimulated 

with LPS+ATP (Figure 2c and supplementary Figure S 3c-S3g) or LPS+Nigericin (Figure 2d and 

supplementary Figure S3h), or from bone-marrow-derived-macrophages (BMDMs) stimulated 

with LPS+ATP (Figure 2e, 2f and supplementary Figure S3i and S3j). These results were corrob-

orated by the detection of IL-1β and IL-18 release from LPS+ATP-stimulated BMDMs that were 

treated with Diquafosol (Figure 2g, 2h and supplementary Figure S3k and S3l). To evaluate the 

possibility that P2Y2 agonists may act through the modulation of NLRP3 and ASC expression, 
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mRNA expression levels of NLRP3, ASC, pro-CASP1 and pro-IL-1β were analysed in PMA-THP1 

macrophages that were stimulated with LPS+ATP (supplementary figure S4a-d) or LPS+Niger-

icin (supplementary Figure S4e-h) in presence or absence of Diquafosol or 4-thiouridine-5’- 

triphosphate (supplementary Figure S4a-h). Despite the fact that in response to LPS+ATP (sup-

plementary Figure S4a-d) or LPS+Nigericin (supplementary Figure S4e-h) stimulation, NLRP3 

(supplementary Figure S4a and S4e) and pro-IL-1β (supplementary Figure S4d and S4h) mRNA 

levels were increased and ASC mRNA levels were found decreased (supplementary Figure S4b 

and S4f). No significant difference in the expression levels of mRNAs was found when cells 

were treated with P2Y2 agonists. This demonstrates that P2Y2 agonists did not affect the tran-

scription of NLRP3, ASC, pro-CASP1 or IL-1β. Then, cellular lysates from LPS+ATP-stimulated 

BMDMs that were treated with or without Diquafosol (supplementary Figure S4i and S4k) or 

from LPS+ATP-stimulated THP1 macrophages that were treated with or without 4-thiouridine-

5’-triphosphate (supplementary Figure S4j and S4l) were analysed for NLRP3 protein expres-

sion levels. Consistent with the decrease in IL-1β secretion and proteolytical cleavage of CASP1 

that we previously shown (Figure 2a-h and supplementary Figure S3a-l)), P2Y2 agonists im-

paired the increased expression levels of NLRP3 that were detected when BMDMs (supplemen-

tary Figure S4i and S4k) or PMA-THP1 macrophages (supplementary Figure S4j and S4l) were 

stimulated with LPS+ATP, thus revealing that P2Y2 may act on NLRP3 inflammasome at post-

transcriptional levels. 

To further investigate the role of P2Y2 in the regulation of NLRP3 inflammasome, we studied 

the effects of P2Y2 agonists on NLRP3 oligomerization, which is a central event involved in the 

NLRP3 inflammasome activation [2]. We thus performed a fluorescence microscopy with 

LPS+Nigericin-primed BMDMs that were treated in presence or in absence of Diquafosol. In 

BMDMs treated with LPS+Nigericin, NLRP3 colocalized with ASC speck (Figure 2i). Interestingly, 

we observed that P2Y2 activation with Diquafosol significantly impaired the colocalization be-

tween NLRP3 and ASC (Figure 2i and 2j). This effect was also observed in BMDMs that were 

treated with LPS+Nigericin in presence of 4-thiouridine-5’-triphosphate (Figure 2k and supple-

mentary Figure 5a), thus demonstrating that P2Y2 negatively modulates NLRP3 inflammasome 

activation through the repression of NLRP3 oligomerization. 

 

P2Y2 agonists restricts the replication of SARS-CoV-2 into permissive cells 

Initially reported in immune cells including dendritic cells [26], monocytes [27] and macro-

phages [27], inflammasomes also assemble in several non-immune cells such as epithelial cells 

[16, 28]. We previously revealed that NLRP3 inflammasome activation regulates host epithelial 

cell permissiveness to SARS-CoV-2 infection [16]. According to the previously described role 

of P2Y2 on the modulation of NLRP3 inflammasome activation, we then determined the impact 

of P2Y2 modulation on the replication of SARS-CoV-2. Interestingly, Diquafosol and other P2Y2 

agonists (UTP and Denufosol) strongly reduced cytopathogenic effects associated with viral 

infection and/or blocked the replication of SARS- CoV-2 in permissive host Vero E6 cells (Figure 

3a-d, 3g, 3h and supplementary Figure S6a) or human angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) 

expressing lung A549 (ACE2-A549) cells (Figure 3e and supplementary Figure S6b and S6c), as 
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revealed by the SARS-CoV-2 – mediated cytopathogenicity (Figure 3a and 3b), the detection 

of viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) and E mRNA expression (Figure 3c-f and sup-

plementary Figure S6b), the intracellular expression of viral spike (S) protein (supplementary 

Figure S6a and S6c) and the frequency of S-positive cells (Figure 3g and 3h). Inversely, the 

pharmacological inhibition with Kaempferol or P2Y2 depletion favoured viral replication in pri-

mary salivary gland epithelial cells (Figure 4f) or ACE2-A549 cells (supplementary Figure S6d). 

Considering that NLRP3 contributes to viral replication at post-entry level [16], we then exam-

ined whether P2Y2 control SARS-CoV-2 replication as the same level or through the modula-

tion of viral entry. As previously described [16], we studied the effects of UTP and Diquafosol 

on viral entry by using SARS-CoV-2 spike (S) pseudotyped HIV-1. Vero E6 cells (supplementary 

Figure S7a), ACE2-A549 cells (supplementary Figure S7b) and ACE2 and transmembrane serine 

protease 2 (TMPRSS2)-expressing A549 (ACE2-TMPRSS2-A549) cells (supplementary Figure 

S7c) were incubated with UTP, Diquafosol or serum of convalescent COVID-19 patients during 

4 hours before infection with HIV1NL4-3ΔEnv variant (defective in viral envelope) pseudotyped 

with the SARS-CoV-2 spike (S) envelope (S-LV) (supplementary Figure S7a-c). We analysed the 

viral entry by detecting the intracellular expression of HIV-1 Cap24 capsid in Vero E6 (supple-

mentary Figure S7a), ACE2-A549 cells (supplementary Figure S6b) and ACE2-TMPRSS2-A549 

cells (supplementary Figure S7c). Despite the fact serum from convalescent patients strongly 

reduced its intracellular expression (supplementary Figure S7a-c), the intracellular expression 

of Cap24 did not change in presence of the agonists of P2Y2 (UTP and Diquafosol), implying 

that P2Y2 agonists do not affect SARS-CoV-2 entry into host cells (supplementary Figure S7a-

c). Interestingly, ASC specks detected in SARS-CoV2-infected ACE2-A549 cells (Figure 3i and 

3k) or Caco-2 cells (Figure 3j and 3l) were inhibited by Diquafosol, thus confirming the negative 

regulatory effect of P2Y2 on NLRP3 oligomerization during SARS-CoV-2 infection. Altogether, 

the results demonstrate that P2Y2 acts as cellular host restriction factor against SARS-CoV-2. 

 

The P2Y2 agonist Diquafosol inhibits bleomycin-induced lung inflammation and injury 

Considering the critical role of NLRP3 inflammasome during bleomycin-induced pulmonary 

inflammation and fibrosis [29], we therefore investigated whether P2Y2 activation may de-

crease pulmonary injuries and performed in vivo studies with P2Y2 agonist Diquafosol (re-

ceived 3 days before instillation and every 3 days until 20 days after instillation) in mice that 

were intratracheally instillated with bleomycin. Using micro-computed tomography analysis, 

we detected a significant increase of lung density at day 20 in mice that were treated with 

bleomycin, as compared to control mice or Diquafosol-treated mice (Figure 4a), revealing the 

development of pulmonary injuries. Interestingly, mice treated with P2Y2 agonist Diquafosol 

and bleomycin showed a strong reduction of lung density as compared to those treated with 

bleomycin alone (Figure 4a), thus revealing the ability of P2Y2 agonist Diquafosol to reduce 

bleomycin-induced pulmonary injuries. To precise the biological effects of Diquafosol during 

bleomycin-induced lung injuries, immune infiltrates were analyzed at day 21 using eosin-he-

matoxylin staining. We detected the presence of perialveolar and perivascular immune infil-
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trates in lung biopsies obtained from bleomycin-treated control mice (Figure 4b). We also re-

vealed that Diquafosol significantly inhibited the infiltration of immune cells in bleomycin-

treated lung tissues (Figure 4b), as compared to the lung biopsies obtained from bleomycin-

treated mice (Figure 4b). To precisely identify macrophage populations that are affected by 

Diquafosol during bleomycin-induced lung injuries, alveolar (CD45+SiglecF+CD11b-

CD11c+CD169+) and interstitial (CD45+SiglecF-CD11b+Ly6C-CD64+) macrophages were ana-

lysed at day 21 (supplementary Figure 8). Despite the fact the number of alveolar CD45+Sig-

lecF+CD11b-CD11c+CD169+ macrophages was not affected in bleomycin-treated mice as com-

pared to control mice (Figure 4c and 4d), we observed a significant increase in the number of 

interstitial macrophages detected in bleomycin-treated mice (Figure 4e and 4f). No effect of 

Diquafosol was observed at day 21 on alveolar macrophages (Figure 4c and 4d), but interest-

ingly, we observed a significant reduction in the number of interstitial macrophages detected 

in bleomycin-treated mice that were treated with Diquafosol (Figure 4e and 4f), thus revealing 

that Diquafosol impairs the infiltration of macrophages into lung parenchyma, which has been 

identified as critical events for lung injuries [30]. Altogether, these results reveal the ability of 

P2Y2 agonist Diquafosol to repress lung inflammation and the development of associated in-

juries. 
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Discussion 

 

Pathologic NLRP3 inflammasome activation has been associated with several human diseases 

including pulmonary inflammatory diseases, COVID-19 and ALI/ARDS [5, 6]. A better 

understanding of molecular mechanisms regulating inflammasome activation is a key step for 

the identification of novel therapeutic approaches targeting NLRP3 inflammasomopathies. We 

previously revealed that two major sensors of danger signals, namely, P2Y2 and NLRP3, 

constitutively interact and are functionally linked during SIV and HIV infection [9]. Their 

interaction is increased on HIV-1-infected monocytes, macrophages and lymphocytes during 

the early acute and chronic steps of viral infection. We showed P2Y2 and NLRP3 regulate host 

cell susceptibility to HIV-1 through the modulation of viral entry. P2Y2 facilitates HIV-1 entry 

into target cells and inversely, NLRP3 represses it through the inhibition of host cytoskeleton 

remodelling. Interestingly, we demonstrated that P2Y2-dependent signaling pathway, which is 

triggered by the binding of HIV-1 envelope to target cell coreceptors, induces the 

ubiquitinylation and the degradation of NLRP3, thus allowing viral entry. This report initially 

revealed that the activation of P2Y2 antagonizes NLRP3 biological activities [9]. In the present 

study, we further characterized the interplay between P2Y2 and NLRP3 during inflammasome 

activation. We studied signs of inflammasome activation in P2y2-/- mice and observed a 

significant increase of plasma IL-1β levels and pyroptotic death of alveolar macrophages in 

P2y2-/- mice, as compared to P2y2+/+ mice. These results were confirmed in vitro after 

pharmacological inhibition (with Kaempferol) or genetic depletion of P2Y2 in hMDMs, thus 

indicating that the purinergic receptor P2Y2 acts as an endogenous repressor of inflammasome 

activation. Inflammasome activation generally requires a priming step in response to 

stimulatory signals (such as LPS) and a protein complex assembly step in response to activation 

signals (such as ATP or Nigericin) [3]. Here, we report that P2Y2 inactivation is sufficient for 

inflammasome activation, thus interrogating the signaling pathways triggered by P2Y2 

inactivation. Additional investigations are needed to precisely decipher P2Y2-dependent 

signaling pathways involved in the regulation of inflammasome activation. In this report, we 

also showed that P2Y2 agonists such as 4-ThioUTP or Diquafosol significantly inhibited 

proteolytic caspase-1 activation and IL-1β secretion from macrophages stimulated with 

LPS+ATP or LPS+Nigericin, thus revealing that the stimulation of P2Y2 can inhibit NLRP3 

inflammasome activation. This process is associated with a reduced expression of NLRP3 

protein levels and the inhibition of ASC oligomerization and NLRP3 inflammasome assembly, 

but did not affect NLRP3 mRNA expression levels. Inversely, P2Y2 inactivation also enhanced 

ASC oligomerization in PMA-THP1 macrophages (data not shown). Altogether, our results 

identify an unexpected role of P2Y2 in the regulation of NLRP3 protein expression (at post-

translational level) as well as ASC oligomerization and NLRP3 inflammasome assembly. 

Molecular mechanisms involved in these processes remain to be elucidated and should pave 

the way for the identification of novel molecular targets for the treatment of NLRP3 

inflammasomopathies. 
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We then evaluated the ability of P2Y2 agonists Denufosol, Diquafosol and UTP to repress 

NLRP3 inflammasome activity in physiopathological situations. Considering the contribution of 

P2Y2 and NLRP3 to the entry of HIV-1 into target cells [9], we investigated the biological effects 

of P2Y2 and NLRP3 on the early steps of SARS-COV-2 infection. We demonstrated that NLRP3 

acts at post-entry level and favours viral replication into epithelial cell lines that overexpressed 

or constitutively expressed ACE2 (such as ACE2-A549 cells, Vero E6 cells, Caco2 cells or primary 

epithelial cells). The purinergic receptor P2X7, which can act upstream NLRP3 inflammasome, 

was also shown to control SARS-CoV-2 replication [16]. Here we reported that P2Y2 also 

regulates the susceptibility to SARS-CoV-2 by acting at post-entry level and by antagonizing 

NLRP3-mediated effects on viral replication. These results showed that P2Y2 negatively 

regulates NLRP3 biological functions in epithelial cells and acts as a cellular host restriction 

factor against SARS-CoV-2. 

 

In this report, we also studied biological activities of P2Y2 agonists during bleomycin- induced 

pulmonary inflammation and fibrosis, which is dependent on NLRP3 inflammasome [29]. We 

revealed that Diquafosol abrogated pulmonary injuries and immune cell infiltration in 

bleomycin-treated animals. The percentage of interstitial macrophages, which play a key role 

in the early stages of bleomycin-induced lung injuries [31], is significantly reduced in 

Diquafosol-treated mice. Our results thus underline a mechanism that depends on P2Y2 

activation and restrains bleomycin-induced pulmonary injuries. The proline-rich tyrosine kinase 

2 (Pyk2), which regulates macrophage adhesion, migration and activation [32] and can be 

activated by P2Y2 [33], was recently involved in the induction of bleomycin-induced lung 

fibrosis [34]. In response to LPS+Nigercin stimulation, Pyk2 interacts with ASC and NLRP3, 

controls ASC phosphorylation and oligomerization and promotes the assembly of NLRP3 

inflammasome [35]. Pyk2 also accumulates to the ring of macrophage podosomes surrounding 

F-actin cores or colocalizes with F-actin when interaction with ASC is reduced [34]. 

Colocalization of Pyk2 with F-actin correlates negatively with NLRP3 inflammasome activation, 

suggesting that NLRP3, ASC and F-actin compete for Pyk2. Accordingly, P2Y2- dependent 

NLRP3 degradation was shown permissive of Pyk2-dependent cytoskeletal reorganization, 

which is required for the entry of HIV-1 into target cells [9]. Further investigations to evaluate 

effects of P2Y2 agonists on Pyk2 localization are needed. Considering that P2Y2 and Pyk2 can 

be activated by tensile stress such as fluid shear stress [36], a better understanding of signaling 

pathways involving P2Y2, NLRP3, ASC and Pyk2 should help to specify molecular link between 

mechanical transduction and macrophage activation and could have significant implications 

for several human lung inflammatory diseases. 

 

Altogether, our study provides the first rationale for testing P2Y2 agonists, such as Diquafosol 

and Denufosol, which have been previously approved or proposed for the treatments of dry 

eye [37] and cystic fibrosis [38], respectively, as NLRP3 negative modulators for blocking viral 

replication and COVID-19-associated hyper-inflammation in SARS-CoV-2-infected patients or 

for restraining lung injuries in patients with idiopathic pulmonary fibrosis patients or acute 
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respiratory distress syndrome (ARDS). The repurposing of P2Y2 agonists for the treatment of 

other human diseases associated with excessive activation of NLRP3 inflammasome, such as 

cryopyrin-associated periodic syndromes, rheumatoid arthritis, obesity or Alzheimer’s disease 

[39], should be also investigated. 
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Figure legends 

 

FIGURE 1. Increased plasma IL-1β secretion and pyroptosis of interstitial macrophages in 

P2y2-/- mice. 

a-g) Plasma IL-1β (a), representative flow cytometry analysis (b), frequencies of interstitial Gr1-

CD11b+CD11chighCD40+ macrophages (c), representative images (d, f) and frequencies (e, g) of 

cleaved Caspase-1+ (CASP1+) CD40+ macrophages (d, e)) or TUNEL+CD40+ macrophages (f, g) 

were determined from 7 to 8 wild-type P2y2+/+ mice and 8 to 9 P2y2-/- mice. h, i) Control or 

LPS+ATP-stimulated PMA-THP1 macrophages treated with Kaempferol (Kaempf.) (h), or 

depleted for P2Y2 (shRNA P2Y2) or control (shRNA Co.) (i) were analyzed for IL-1β release. j-l) 

Human monocyte-derived macrophages (hMDMs) treated with IFNγ (j), Kaempferol (Kaempf.) 

(j) or depleted for P2Y2 (siRNA P2Y2) (k) were analyzed for IL-1β release in the supernatant 

(SN) of treated cells (j, k) and for P2Y2 expression (l). m) Kaempferol (Kaempf.)-treated, control 

or CASP1-depleted PMA-THP1 macrophages were analysed for LDH release after stimulation 

with LPS and ATP. Nuclei and cellular shapes are detected using Hoechst 33342 and phase 

contrast in (d) and (f). Scale bars in (d) and (f) are 5 μm. Results were obtained from at least 3 

independent experiments. Representative images and western blots are shown. Data are 

presented as means ± SEM. Two-tailed Mann-Withney test (a, c, e and g) and two-way ANOVA 

analyses (h, i and m) were used. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. 

 

FIGURE 2. P2Y2 agonists regulate NLRP3-dependent inflammasome activation through 

negative modulation of ASC oligomerization. 

a-h) Control, LPS+ATP- (a, c, e-h) or LPS+Nigericin (LPS+Nig.) (b, d) stimulated human PMA-

THP1 macrophages (a-d) or mouse bone marrow-derived macrophages (BMDMs) (e-h) treated 

with Diquafosol (Diqua.) were analyzed for IL-1β (a, b, g, h) and for expression of pro-caspase-

1 (pro-CASP1) and proteolytic cleavage of pro-CASP1 (cleaved CASP1 (c-f). i, j) Colocalization 

of NLRP3 (red) and ASC (green) proteins (NLRP3-ASC+) in LPS+Nigericin (LPS+Nig.) stimulated 

human PMA-THP1 macrophages treated with Diqua. were analyzed using fluorescent 

microscopy (i) and quantified (j). Percentages of human PMA-THP1 macrophages with NLRP3-

ASC colocalization (NLRP3-ASC+) are shown. k) Percentages of human PMA-THP1 

macrophages with NLRP3-ASC colocalization (NLRP3-ASC+) after stimulation with LPS+Nig. 

and treatment with 4-thiouridine-5’-triphosphate (4-Thio.) were quantified and shown. Results 

were obtained from at least 3 independent experiments. Representative images and western 

blots are shown. Data are presented as means ± SEM. Two-tailed Mann-Withney test (f, h) and 

one-way ANOVA (g, j, k) analyses were used. **P < 0.01 and ****P < 0.0001. 

 

FIGURE 3. P2Y2 agonists dictate cytopathogenicity and susceptibility to SARS-CoV-2 

infection through the modulation of viral replication. 

a, b) Cytopathogenicity of Vero E6 cells that were infected or not with SARS-CoV-2 (MOI=1 or 

2) during 72 hours in presence of indicated concentrations of Diquafosol (Diqua.) (a) or 

Denufosol (Denu.) (b) were analyzed using MTT assays. c-h) Vero E6 cells (c, d, g, h), ACE2-A549 
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cells (e) and primary epithelial cells (f) were respectively infected with SARS- CoV-2 (MOI=0.1 

or 0.2) during 24 (c, d, g, h) or 48 (e, f) hours in presence of 500 μM UTP, 100 μM Diquafosol 

(Diqua.), 5 mM Denufosol (Denu.) or 100 μM Kaempferol (Kaempf.). Intracellular mRNA 

expressions of RdRp (c, f) and E (d, e) were analyzed using quantitative RT-PCR (c-f). Spike 

positive cells were imaged (g) and quantified (h) using fluorescence microscopy. Representative 

images (g) of 3 independent experiments are shown. i-l) ACE2- A549 cells (i, k) and Caco-2 cells 

(j, l) were respectively infected with SARS-CoV-2 (MOI=1) during 48 hours in presence of 100 

μM Diquafosol (Diqua.). Cells showing ASC+ specks were imaged (i, j) and quantified (k, l) using 

fluorescence microscopy. Representative images (i, j) of 3 independent experiments are shown. 

Fold changes of RdRp and E RNA from SARS-CoV-2 infected Vero E6 cells (n=3) and ACE2-

A549 cells (n=2-3) are shown (c- f). Scale bar in (i) is 10 μm. Data are presented as means ± 

SEM. One-way (a-e, h, k and l) ANOVA analyses and two-tailed Mann-Withney (f) test were 

used. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. 

 

FIGURE 4. P2Y2 agonist Diquafosol inhibits bleomycin-induced lung injury and 

inflammation. 

a) Computated tomography (CT) scans of lung density from mice that were treated with 

control, bleomycin (Bleo), Diquafosol (Diqua.) or bleomycin and Diquafosol (+Bleo.+Diqua.) 

during 21 days were obtained. CT scans from 3 independent experiments are shown. b) 

Sections of lungs obtained from control, Bleo.-, Diqua.- or Bleo.+Diqua.-treated mice were 

stained with hematoxylin and eosin and analyzed. Representative images are shown. c, d) 

Representative flow cytometry analyses of alveolar (CD45+SiglecF+CD11b-CD11c+CD169+) 

macrophages (c) and interstitial CD45+SiglecF-CD11b+Ly6C-CD64+ macrophages (d) 

determined 21 days after intratracheal instillation in control, Bleo.-, Diqua.- or Bleo.+Diqua.- 

treated mice are shown (n=9-19 mice/group). e, f). Numbers of alveolar macrophages (e) and 

interstitial macrophages (f) determined 21 days after intratracheal instillation in control, Bleo.-

, Diqua.- or Bleo.+Diqua.-treated mice are shown (n=9-19 mice/group). Data were obtained 

from 2 independent experiments and are presented as means ± SEM. One-way (e, f) ANOVA 

analyses were used. **P < 0.01. 
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Supplementary materials 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S1. Flow cytometry detection of interstitial macrophages in 

P2y2+/+ and P2y2-/- mice. 

a) Representative gating strategy for the quantification of interstitial macrophages in P2y2+/+ 

and P2y2-/- mice is shown. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S2. Validation of Caspase-1 knockdown. 

a) Caspase-1 (CASP1) expression of control (shCo.) and CASP1 (shCASP1-1 and -2)-depleted, 

PMA-THP1 macrophages was determined by western blot. GAPDH expression was used as 

loading control. Representative western blot of 3 independent experiments is shown. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S3. P2Y2 agonists negatively regulate the secretion of IL- 1β, 

pro-caspase-1, cleaved caspase-1 and IL-18. 

a-l) Control, LPS+ATP- (a-g, i-l) or LPS+Nigericin (LPS+Nig.) (h) stimulated human PMA-THP1 

macrophages (a-h) or mouse bone marrow-derived macrophages (BMDMs) (i-l) treated with 

Diquafosol (Diqua.) (a-d, h-l) or with 4-thiouridine-5’-triphosphate (4-Thio.) (a, b, e) were ana-

lyzed for IL-1β secretion (a, b), for the expression of secreted pro-caspase-1 (pro-CASP1) and 

proteolytic cleavage of pro-CASP1 (cleaved CASP1) (c-j) and IL-18 secretion (k, l). Results were 

obtained from at least 3 independent experiments. Representative experiments (a, k) and west-

ern blots (e) are shown. Data are presented as means ± SEM. One- way (b) ANOVA analyses, 

unpaired two-tailed t-test (c, d, f-j and l) were used. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0.001 and 

****P < 0.0001.  

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S4. P2Y2 agonists did not affect the mRNA expression levels 

of NLRP3, ASC, pro-caspase-1 and pro-IL-1β. 

a-h) Control, LPS+ATP- (a-d) or LPS+Nigericin (LPS+Nig.) (e-h) stimulated human PMA- THP1 

macrophages treated with Diquafosol (Diqua.) or with 4-thiouridine-5’-triphosphate (4- Thio.) 

(a-h) were analyzed for mRNA expression levels of NLRP3 (a, e), ASC (b, f), pro-caspase-1 (pro-

CASP1) (c, g) and pro-interleukin 1β (pro-IL-1β) (d, h). i-l) Control or LPS+ATP-stimulated bone 

marrow-derived macrophages (BMDMs) (i, k) or human PMA- THP1 macrophages (j, l) treated 

with Diquafosol (Diqua.) (i, k) or with 4-thiouridine-5’- triphosphate (4-Thio.) (j, l) were analyzed 

for NLRP3 expression (i-l). β-actin expression was used as loading control (i, j). Results were 

obtained from at least 3 independent experiments. Representative western blots are shown. 

Data are presented as means ± SEM. One-way (a-h) ANOVA analyses and unpaired two-tailed 

t-test (k, l) were used. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S5. The P2Y2 agonist 4-thiouridine-5’-triphosphate inhibits 

LPS+Nigericin-mediated NLRP3-ASC+ speck formation. 

a) Colocalization of ASC (green) and NLRP3 (red) proteins (NLRP3-ASC+) in LPS+Nigericin 

(LPS+Nig.) stimulated bone marrow-derived macrophages (BMDMs) treated with 4-
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thiouridine-5’-triphosphate (4-Thio.) were analyzed using fluorescent microscopy. Nuclei are 

stained with Hoechst 33342. Representative images are shown (scale bar, 10 μm). 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S6. Effects of P2Y2 agonists and depletion on the replication 

of SARS-CoV-2. 

a-c) Vero E6 cells (a) and ACE2-A549 cells (b, c) were infected or not with SARS-CoV-2 (MOI=1 

or 2) during 24 (a) or 48 (b, c) hours in presence of 500 μM UTP (a-c) or 100 μM Diquafosol 

(Diqua.) (a, b) and analyzed for Spike expression (using western blot analysis) (a, c) or intracel-

lular mRNA expression of RdRp (using quantitative RT-PCR) (b). GAPDH expression was used 

as loading control (a, c). Fold changes of RdRp from SARS-CoV-2 infected ACE2-A549 cells are 

shown (b). d) Control or P2Y2-depleted ACE2-A549 cells were infected or not with SARS-CoV-

2 (MOI=2) during 48 hours and analyzed for intracellular mRNA expression of RdRp (using 

quantitative RT-PCR). Fold changes of RdRp from SARS-CoV-2 infected, control or P2Y2-de-

pleted ACE2-A549 cells are shown. Results were obtained from at least 3 independent experi-

ments. Representative western blots are shown. Data are presented as means ± SEM. One-way 

(B) ANOVA analyses and unpaired two-tailed t-test (d) were used. *P < 0.05 and **P < 0.01. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S7. P2Y2 agonists UTP and Diquafosol did not affect viral entry 

of SARS-CoV-2 into host cells. 

a-c) Vero E6 (a), ACE2-A549 (b) or ACE2-TMPRSS2-A549 (c) cells were incubated during 4 hours 

with control, 500 μM UTP or 100 μM Diquafosol (Diqua.), and infected for 48 hours with HIV-

1NL4-3ΔEnv variant (defective in viral envelope) pseudotyped with the SARS-CoV- 2 spike (S) 

envelope (S-LV) or with S-LV neutralized with convalescent COVID-19 serum. Then, cells were 

analyzed for intracellular HIV-1 CAp24 capsid expression (a-c). β-actin was used as loading 

control (a-c). Representative western blots are shown. In (b), the asterisk (*) is indicating a non-

specific band. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE S8. Flow cytometry detection of interstitial and alveolar mac-

rophages from mice that were treated with control, bleomycin (Bleo), Diquafosol (Di-

qua.) or bleomycin and Diquafosol (+Bleo.+Diqua.) during 21 days. 

a, b) Representative gating strategies for the detection and the quantification of interstitial (a) 

and alveolar macrophages (b) in treated mice is shown. 
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Supplemental Tables S1 and S2 

 

Table S1. Human siON-TARGETplus SMARTpool and shRNA used in this study.   

 

 

 

Table S2. Sequences of primers and probes used to quantify the RdRp and E genes. 

 

  

Human target sg Target sequence Reference 

siON-TARGETplus Non-

targeting Control Pool 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

UGGUUUACAUGUCGACUAA 

 

UGGUUUACAUGUUGUGUGA 

 

UGGUUUACAUGUUUUCUGA 

 

UGGUUUACAUGUUUUCCUA 

Dharmacon 

(D-001810-10-20) 

siON-TARGETplus Human 

P2RY2 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

CGAGAACACUAAGGACAUU 

 

CGACAGAACUGACAUGCAG 

 

GGAAUGCGUCCACCACAUA 

 

UGCCGCUGCUGGUCUAUUA 

Dharmacon 

(L-003688-00-0005) 

pLKO.1 sh-1Caspase-1 1 ATAATGAGAGCAAGACGTGTG  

pLKO.1 sh-2Caspase-1 2 AGCATCATCCTCAAACTCTTC   

Gene target Primers and Probe sequences Reference 

SARS-Cov-2 RdRp 

F: GGTAACTGGTATGATTT 

R: CTGGTCAAGGTTAATATA 

Probe: [FAM]TCATACAAACCACGCCAGG[BHQ1] 

Eurofins - 

Customized 

SARS-Cov-2 E-gene 

F: ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 

R: ATATTGCAGCAGTACGCACACA 

Probe: [FAM]CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC[BBQ] 

TIB MolBiol 

-actin (human) (for 

epithelial cells) 

F 5’: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC 

R 3’: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT 

SYBR-Green 

Origene 

(NM_001101) 
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Supplementary Methods  

 

RNA interference  

Human MDMs and ACE2-A549 were transfected using smart pools of siGenome non- targeting 

control and P2Y2 specific siRNAs from Dharmacon as previously described [9, 16, 40]. After 48 

hours of transfection, cell lysates and supernatants were analyzed for protein expression by 

western blot, flow cytometry and ELISA. Plasmids coding for the gag-pol HIV- 1 genes (pCMV 

GAG-POL HIV University of Michigan), for shRNA of interest (pLKO.1 shRNA, Thermo Scientific) 

and for VSVG envelope (pMDG-VSV-G) were transfected into HEK293T cells using calcium 

phosphate reagent (Promega) to obtain lentiviral vector particles. After 48 hours, supernatants 

were filtered using 0.45-μm cellulose acetate filters (Sartorius stedim), aliquoted and stored at 

-80°C. Monocytic THP1 cells were transduced for 24 hours and grown in medium containing 1 

μg/mL puromycin (Invivogen). Control THP1 (PLKO.1) cells and CASP1- (shRNA1 CASP1 and 

shRNA2 CASP1)-depleted THP1 cells were thus obtained. Sequences of human siRNA, si-

GENOME SMARTpool and shRNA used in this study are shown in Table S1.  

 

Virus, pseudoviral constructs and viral production  

As previously published [16], the SARS-CoV-2 BetaCoV/France/IDF0372/2020 strain (D614G) 

was obtained from Dr. Benoit Visseaux and Prof. Diane Descamps (UMR S 1135, Hôpital Bichat 

Claude Bernard, Paris), and from the National Reference Center For Respiratory Viruses (Institut 

Pasteur, Paris, France). Viral stocks (2x106 PFU/mL) were prepared by propagation in African 

green monkey kidney epithelial (Vero E6) cells as previously described [16]. Plasmid NLENG1-

ES-IRES coding for defective virus carrying two stop codons in the reading frame of the enve-

lope was derived from the HIV-1 virus NL4- 3 and used for the production of HIV-1NL4-3ΔEnv 

particles (defective in viral envelope) pseudotyped with the SARS-CoV-2 spike (S) envelope (S-

LV), as previously published [16]. Supernatants containing the viruses were collected 48 hours 

after transfection, low-speed centrifuged, filtered, titrated using HIV-1 P24 ELISA assay 

(#NEK05001KT, Perkin Elmer) and stored at -80°C until use, as previously published [16]. 
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Immunohistochemistry 

Mouse lungs were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)/PBS, paraffin embedded and cut into 

4-μm sections. Lung sections were then stained with hematoxylin-eosin-saffron (HES) and 

scanned using a microscopy virtual slide system (Olympus VS120). 

 

Immunofluorescence 

After SARS-CoV-2 infection or indicated treatment, epithelial cells (ACE2-A549, Caco-2, Vero 

E6 cells) and BMDMs were fixed for 15 minutes at room temperature with 4% PFA/PBS, per-

meabilized with 0.5% Triton X-100 (#X100, Sigma-Aldrich) for 15 minutes or 0.3% Triton X-100 

for 5 minutes, respectively, and saturated with 5% BSA (Bovine Serum Albumin) in PBS 

(BSA/PBS) for 1 hour at room temperature. Cells were incubated with the following antibodies 

overnight at 4°C: anti-TMS1/ASC antibody (ASC) (#ab155970 rabbit, Abcam, 1/200 dilution), 

anti-spike (Spike) antibody (#GTX632604 mouse, Genetex, 1/100 dilution), anti-ASC antibody 

(ASC) (clone 2EI-7, #04-147 mouse, Millipore, 1/100 dilution) and anti-NLRP3/NALP3 (NLRP3) 

antibody (#MAB7578 rat, R&D Systems, 1/100 dilution) in 5% BSA/PBS. ACE2-A549 cells were 

incubated with anti-spike S antibody for 2 hours at room temperature and appropriate sec-

ondary antibody conjugated to Alexa Fluor 488 (#A11034, Invitrogen, 1/500) or Alexa Fluor 546 

(#A11030, Invitrogen, 1/500) at room temperature for 1 hour. Nuclei were stained with Hoechst 

33342 (#1874027, Invitrogen, 1/1000 dilution). Then, cells were mounted with Fluoromount G 

medium (Southern biotech), analyzed and imaged by Leica DMi8 microscope using a 60X ob-

jective. For immunofluorescence analysis of mouse lungs, 4-μm sections were cut from the 

paraffin blocks of the PFA-fixed tissues from mice. After paraffin removal, slides were subjected 

to antigen retrieval by microwave boiling in 1 mmol/L EDTA pH 9.0. After permeabilization with 

0.3% Triton (for 5 minutes) and saturation in PBS containing 20% FBS (for 1 hour), slides were 

stained with (green) TUNEL assay (#Roche, #11684809910) during 1 hour at 37°C according to 

the manufacturer’s instructions and incubated with anti-CD40 (#14-0401, ebioscience) or anti-

CASP1 p10 (#sc-22164, Santa Cruz) overnight at 4°C. Then, cells were incubated with anti-rat 

IgG conjugated to Alexa Fluor 546 (#A11081, Invitrogen) or anti-goat IgG conjugated to Alexa 

Fluor 647 (#A21447, Invitrogen) fluorochromes at room temperature for 1 hour and 30 minutes. 

Cells were analyzed by fluorescent confocal microscopy on Leica SPE (using a 63X objective). Z 

series of optical sections at 0.4-μm increments were acquired. 

 

Flow cytometry 

Lung macrophages were extracted from mice (using Lung Dissociation kit from Miltenyi Bio-

tech) and analysed using LSRFortessa (BD) flow cytometer. Mice alveolar macrophages were 

analyzed using anti-CD11b (APC-Cy7) (#557657, BD Pharmingen), anti-CD11c (PE- Cy7) 

(#117318, BioLegend), anti-CD40 (eFluo710) (#46- 0401, ebioscience), anti-F4/80 (FITC) (#11-

4801, ebioscience), and anti-Ly-6G (GR-1-PE) (#12-5931, ebioscience) antibodies and intersti-

tial macrophages were identified using anti-CD45 (APC-Vio 770) (#130-110-662, Miltenyi), 
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anti-CD11b (BUV395) (#563553, BD Horizon), anti-Ly-6G (PerCP-Vio 700) (#130-117-500, Mil-

tenyi), anti-Ly-6C (Alexa Fluor 700) (#128024, BioLegend) and anti-CD64 (BV605) (#139323, 

BioLegend) antibodies, as previously reported [25]. 

 

Western blots 

Total cellular proteins were extracted from ACE2-A549, Caco-2 and Vero E6 cells in a lysis buffer 

containing 1% NP-40, 0.5 M EDTA, 1 M HEPES, 1 M KCl, 10% glycerol and the protease and 

phosphatase inhibitors (Roche). For PMA-THP1 and BMDM cells, total cellular proteins were 

extracted in a lysis buffer containing 1M Tris-HCl (pH=7.4), 5M NaCl, 1% CHAPS and the pro-

tease and phosphatase inhibitors. 10-40 μg of protein extracts were run on 12% SDS-PAGE and 

transferred at 4°C onto 0.2 μm pore size nitrocellulose membrane. After 1 hour saturation at 

room temperature with 5% BSA in Tris-buffered saline and 0.1% Tween 20 (TBS-Tween), nitro-

cellulose membranes were incubated with primary antibody at 4°C overnight and for 1 hour 

with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti–mouse or anti–rabbit (Southern Bio-

tech) antibodies. Enhanced ECL detection system (GE Healthcare) was used for western blot 

revelation. For supernatant proteins, supernatants were centrifuged 5 min at 1500 RPM at 4°C 

and proteins were run on 4-12% SDS-PAGE. The primary antibody against Spike (#GTX632604) 

was from Genetex. Primary antibodies against IL-1β (#ab2105) and β-Actin-HRP (#ab49900) 

were purchased from Abcam. Anti-NLRP3 (Cryo-2, #AG-20B-0014), anti-Caspase-1 (CASP1) 

(#2225) and anti-GAPDH (clone 6C5, #MAB374) were from Adipogen, Cell Signaling and Milli-

pore, respectively. Antibody for p24 was obtained through the NIH HIV Reagent Program (Di-

vision of AIDS, NIAID, NIH: Polyclonal Anti- Human Immunodeficiency Virus Type 1 SF2 p24 

(antiserum, Rabbit), ARP-4250, contributed by DAIDS/NIAID; produced by BioMolecular Tech-

nologies). 

 

Quantitative RT-PCR 

Total cell RNA from SARS-CoV-2-infected cells was obtained using either QIAshredder kit 

(#79654, Qiagen) and the RNeasy kit plus Mini kit (#74134, Qiagen) or using NucleoSpin RNA 

Plus XS, Micro kit for RNA purification with DNA removal column (#740990.250, Macherey-

Nagel), according to the manufacturer’s instructions. RNA was submitted to reverse transcrip-

tion before PCR amplification. Quantifications were performed by real-time PCR on a Light 

Cycler instrument (Roche Diagnostics, Meylan, France) using the second- derivative-maximum 

method provided by the Light Cycler quantification software (version 3.5 (Roche Diagnostics)) 

or using CFX Maestro (BioRad). Sequences of the oligonucleotides and probes used to quantify 

the RdRp, E gene and β-actin are given in Table S2. The amplification of RdRp and E genes was 

obtained after 5 minutes of reverse transcription, 5 minutes of denaturation and 45 to 50 cycles 

with the following steps (95°C during 5 seconds, 60°C during 15 seconds and 72°C during 15 

seconds or 95°C for 15 seconds and 58°C for 30 seconds to 1 minute), as previously described 

[16]. The amplification of NLRP3 (Catalog #4331182 Assay ID Hs00918082_m1, ThermoFisher 

Scientific), PYCARD (ASC) (Catalog #4331182 Assay ID Hs01547324_gH, ThermoFisher Scien-
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tific), CASP-1 (pro-CASP1) (Catalog #4331182 Assay ID Hs00354836_m1, ThermoFisher Scien-

tific), IL1B (pro-IL-1β) (Catalog #4331182 Assay ID Hs01555410_m1, ThermoFisher Scientific) 

and ACTB (β-actin) (Catalog #4331182 Assay ID Hs01060665_g1, ThermoFisher Scientific) was 

obtained after 5 minutes at 65°C for annealing primer to the template RNA, 2 minutes at 50°C 

of reverse transcription, 10 minutes at 95°C of denaturation and 44 cycles with the following 

steps (95°C for 15 seconds and 60°C for 1 min). Data are presented as fold changes and were 

calculated with relative quantification of ΔCT obtained from quantitative RT-PCR. 

 

Detection of cytokines release 

Plasma serum from P2y2+/+ and P2y2-/- mice and supernatants harvested from PMA- stimu-

lated THP1 macrophages, hMDMs or BMDMs that were stimulated as indicated with LPS and 

Nigericin, or IFNγ, or LPS and ATP, and/or depleted for P2Y2, in presence or in absence of 100 

μM Kaempferol, 100 μM Diquafosol or 100 μM 4-Thio-UTP at indicated times were analyzed 

using western blots or ELISA assays for IL-1β and IL-18 according to the manufacturers’ instruc-

tions. IL-1β secretion from PMA-THP1 and hMDMs was detected using Human IL-1β ELISA Kit 

(#BMS224-2, Invitrogen), Mouse IL-1 beta ELISA Kit (#BMS6002, Invitrogen) was used for the 

detection of IL-1β secretion from mice plasma serum and BMDMs and Mouse IL-18 ELISA 

(#BMS618-3, Invitrogen) was used for the detection of IL-18 secretion from BMDMs. 

 

Cell viability assays 

Vero E6 cells were treated with indicated concentrations of Diquafosol or Denufosol during 4 

hours before infection and infected or not with SARS-CoV-2 (BetaCoV/France/IDF0372/2020 

strain) with a multiplicity of infection between 1 and 2. Cell viability was determined after 72 

hours using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

(#M5655, Sigma) following manufacturer’s instructions. Cell viability was also measured in Vero 

E6 cells treated with the same compounds for 48 hours and in absence of infection using MTT 

assay. Human PMA-THP1 macrophages depleted or not for CASP1 were stimulated for 3 hours 

with ultrapure LPS from E. coli (10 ng/mL, Sigma) and for 6 hours with ATP (5 mM, Sigma) in 

presence or in absence of 100 μM Kaempferol and analyzed for LDH release using Cytotoxicity 

Detection KitPLUS (LDH) (#04744934001, Roche, Sigma-Aldrich). 
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ANNEXE 2 : The purinergic receptor P2X7 and the NLRP3 inflammasome are druggable 

host factors required for SARS-CoV-2 infection. 
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Titre : Caractérisation des bases moléculaires et cellulaires de la reprogrammation fonctionnelle radio-induite 

des macrophages. 

Mots clés : Macrophages, radiothérapie, récepteurs purinergiques, reprogrammation fonctionnelle 

Résumé : Les macrophages associés aux tumeurs 

(TAMs) sont d’importants composants cellulaires du 

microenvironnement tumoral, qui présentent des 

fonctions immunosuppressives et sont associés à un 

mauvais pronostic dans la plupart des cancers. La 

reprogrammation fonctionnelle de ces macrophages 

aux propriétés pro-tumorales vers un phénotype 

pro-inflammatoire aux propriétés anti-tumorales 

favorise le développement d’une réponse anti-

tumorale. Notre équipe a récemment étudié la 

capacité des radiations ionisantes à reprogrammer 

les TAMs vers un phénotype pro-inflammatoire. 
L’augmentation de la capacité des rayonnements 

ionisants à reprogrammer les TAMs en macrophages 

pro-inflammatoires est un objectif à atteindre pour  

 

améliorer l’efficacité des traitements du cancer. 

C’est dans ce contexte que mes travaux de thèse 

ont permis (i) de poursuivre la caractérisation des 

mécanismes moléculaires impliqués dans la 

reprogrammation radio-induite des macrophages, 

(ii) d’identifier le rôle du récepteur purinergique 

P2Y2 comme un modulateur négatif de la 

reprogrammation pro-inflammatoire des 

macrophages et de caractériser les bases 

moléculaires de ce processus biologique et (iii) de 

proposer d’inhiber l’activité biologique du 

récepteur purinergique P2Y2, afin d’augmenter la 

capacité des rayonnements ionisants à déclencher 

l’activation pro-inflammatoire des macrophages. 

 

 

 

 

Title: Characterization of the molecular and cellular bases of radiation-induced macrophage reprogramming in 

cancer treatment. 

Keywords: Macrophages, radiotherapy, purinergic receptors, functional reprogramming 

Abstract: Tumor-associated macrophages (TAMs) 

are key components of the tumor microenvironment 

that display immunosuppressive functions and are 

associated with poor prognosis in most cancers. The 

functional reprogramming of these macrophages 

with pro-tumor properties towards a 

proinflammatory phenotype with anti-tumor 

properties promotes the development of an anti-

tumor response. Our team recently studied how 

ionizing radiation modulates macrophage 

reprogramming towards a proinflammatory 

phenotype. Increasing the ability of ionizing 

radiation to reprogram TAMs into proinflammatory 

macrophages is a key objective to improve the  

 

effectiveness of cancer treatments.   

In this context, my thesis work enabled (i) to further 

characterize the molecular mechanisms involved in 

the radiation-induced macrophage 

reprogramming, (ii) to identify the role of the 

purinergic receptor P2Y2 as a negative modulator 

of the proinflammatory reprogramming of 

macrophages and to characterize the molecular 

bases of this biological process, and (iii) to propose 

the inhibition of the biological activity of P2Y2 

receptor, to increase the ability of ionizing 

radiation, triggering the pro-inflammatory 

activation of macrophages.  

 

 

 


