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Les modes migratoires des macrophages dans des 
environnements en 3D

Les monocytes/macrophages sont des cellules de l’immunité innée. Lors d’une infection ou d’une inflammation, le recrutement des monocytes s’effectue en réponse à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et d’alarmines. Ils traversent la paroi vasculaire, la membrane basale et migrent dans les tissus interstitiels, environnements en 3-dimensions (3D) qui imposent des contraintes aux cellules. Au cours de ce processus migratoire, les monocytes se différencient en macrophages. Pour remplir leur fonction immunitaire, les macrophages migrent dans tous les tissus de l’organisme. Or, ces derniers diffèrent par leur composition, leur structure et leurs propriétés biophysiques. Par exemple, leur composition résulte d’une multitude de combinaisons de protéines formant des fibres type collagène ou élastine, de glycoprotéines type fibronectine ou laminine et de polysaccharides constituant un gel de remplissage de la matrice ; leur rigidité évolue entre 1 et 1000 kPa ; la taille des pores varie entre moins de 1µm à plusieurs micromètres. 

La migration 3D est le résultat d’une équation multiparamétrique dans laquelle le macrophage (sa taille, sa capacité à se déformer, à dégrader, etc.), les paramètres physiques (rigidité, architecture, etc.) et les paramètres biochimiques environnementaux (composition de la MEC, présence de cellules) sont à considérer. Dans les tissus, la présence de cellules modifie très probablement le comportement migratoire des macrophages, par exemple en réponse à des facteurs chimioattractants et inflammatoires, les macrophages se polarisent M1 ou M2, phénotypes qui sont notamment caractérisés par des comportements migratoires différents (1). In vivo, il est impossible de maîtriser chacun de ces paramètres individuellement. Aussi, des modèles d’étude in vitro plus simples sont utilisés afin de décortiquer les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu dans la migration. Il faut noter que les mécanismes impliqués dans la migration 3D diffèrent de ceux employés dans le migration 2D qui a été beaucoup plus étudiée par le passé (2). Le modèle expérimental le plus répandu est celui qui consiste à utiliser des matrices extracellulaires telles que le Matrigel™ (matrice issue de tumeurs dont la composition est proche de celle de la membrane basale) ou le collagène de type I natif ou dénaturé. Ces matrices sont polymérisées dans des puits ou des chambres de migration en couche épaisse (1 à 2 mm) (3,4).

Il a été observé que dans ces modèles de matrices extracellulaires reconstituées in vitro, les macrophages utilisent deux modes migratoires différents (3,5).

Dans les matrices poreuses (> 3-5 µm), les macrophages utilisent le mode amiboïde (Figure 1A) (5). Le mode amiboïde tire son nom du mode migratoire adopté par le protozoaire Amoeba proteus. 
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Les cellules ont une morphologie arrondie, elles forment des sortes de voiles membranaires (bleb) et de courtes protrusions et pénètrent dans les trous naturels de la matrice (Figure 1A). Ce déplacement ne nécessite pas de protéolyse de la matrice et il est indépendant des intégrines. Il est caractérisé par des contractions du corps cellulaire sources de contorsions qui permettent à la cellule de se faufiler entre les fibres de la matrice sans s’attacher au substrat. Dans ce cas, le confinement de l’environnement est suffisant pour fournir le contact nécessaire à la génération de forces qui propulsent la cellule selon un processus contractile via Rho/ROCK (Rho-associated protein kinase) et la myosine II (6). Ce mouvement permet une migration rapide (40 µm/h) et le passage du noyau, l’élément le plus rigide de la cellule, dans un espace contraint.

Dans des matrices de faible porosité (pores < 1-2 µm) comme le Matrigel™ (Figure 1B) ou le collagène I polymérisé sous forme de gel les macrophages utilisent le mode mésenchymateux. Ce mode migratoire est lent (de l’ordre de 10 µm/h) et il caractérisé par une morphologie cellulaire allongée et formation de protrusions (Figure 1B) (5). La cellule crée activement un passage, une sorte de tunnel dans la matrice (Figure 1B, flèche), en la dégradant par protéolyse et en la compactant [3,5]. Les macrophages engagent des protéines d’adhérence, principalement les intégrines qui se lient à la matrice extracellulaire. Dans des matrices 3D de collagène I natif polymerisé sous forme de fibres, des ponts covalents sont présents entre les fibres, modifiant ainsi la structure de la matrice. On note alors que les macrophages utilisent les protéases pour progresser dans le collagène I natif (4).
Ainsi, les macrophages adaptent leur mode migratoire à l’architecture de leur environnement.

Les protrusions membranaires formées par les macrophages au cours de la migration mésenchymateuse sont caractérisées par l’accumulation à leur extrémité de structures riches en ​F-actine et en constituants des podosomes et dotée d’une activité protéolytique. Ces protrusions ont été caractérisées et se sont révélées être des podosomes 3D (3,5,7). Les podosomes ont été principalement étudiés dans des macrophages cultivés en 2D (Figure 2), lorsqu’ils sont déposés sur une boite de Petri par exemple. Ce sont des structures d’adhérence, elles sont perpendiculaires à la matrice extracellulaire et dotées d’une capacité à la dégrader par protéolyse (Figure 2). Les podosomes sont formés de façon constitutive dans un petit nombre de cellules, toutes issues du même progéniteur monocytaire : les macrophages, les cellules dendritiques immatures, les ostéoclastes. Seules les cellules formant ces structures sont capables d’utiliser le mode migratoire mésenchymateux (1,8). D’autres cellules (megaK, endoth, growth cone) peuvent former des podosomes de façon transitoire, et cette propriété est associée à leur capacité temporaire à faire de la migration mésenchymateuse (9). 

Lorsque les macrophages sont déposés à la surface de matrices denses, ils forment des podosomes 3D qui pénètrent dans la matrice ouvrent un chemin (tunnel) grâce à leur activité protéolytique ce qui permet aux macrophages de pénétrer et de migrer dans ces matrices. Les podosomes 3D ne sont pas
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Figure 2 : Les podosomes sont des structures d’adhérence capables de protéolyser la matrice extracellulaire. A : représentation schématique de podosomes et de la structure d’un podosome telle qu’on la décrit aujourd’hui. B : Images de microscopie à fluorescence d’un macrophage humain, l’actine des podosomes en rouge, la matrice extracellulaire en vert, la superposition des 2 couleurs montre qu’en face des podosomes correspondent des trous (protéolyse) dans la matrice, panneaux du bas correspondent à des zoom.
formés au cours de la migration amiboïde (3,5). Lorsque la formation des podosomes est affectée dans les macrophages, par exemple en invalidant l’expression d’un composant des podosomes, la migration mésenchymateuse est inhibée alors que la migration amiboïde est maintenue (3). A l’inverse en stabilisant les podosomes, on observe une migration mésenchymateuse accrue (10). Les invadopodes, structures voisines des podosomes, sont observées dans des cellules tumorales invasives, elles sont capables de protéolyser la matrice et sont impliquées dans l’invasivité de ces cellules (2). Les invadopodes et les podosomes ont une activité de « mechanosensing », leur nombre dans les cellules et leur capacité protéolytique augmente avec la rigidité du substrat (2,11). 
Ainsi en manipulant la stabilité des podosomes il est possible de réduire ou augmenter la capacité des macrophages à migrer selon le mode mésenchymateux sans affecter le mode amiboïde.
Migration in vivo des macrophages

In vivo, les monocytes et les neutrophiles migrent à une vitesse de 20 à 25 µm/min dans le tissu interstitiel à proximité d’une veinule ; la migration est sous la dépendance de ROCK ce qui est en faveur d’un mode migratoire amiboïde. La migration in vivo des macrophages vient d’être estimée elle est lente, autour de 2 µm/min (12) avoisinant celle des cellules dendritiques matures autour de 4µm/min qui est indépendante des intégrines (13). Nous venons de voir que dans le cas des macrophages, ils utilisent in vitro, en plus du mode amiboïde, le mode mésenchymateux dépendant des protéases et des podosomes (3,5). Quelques études proposaient l’implication de protéases dans la migration in vivo des macrophages mais il n’était pas établi si ces protéases étaient libérées par les macrophages eux-mêmes. L’hypothèse selon laquelle le mode mésenchymateux pourrait être utilisé in vivo par les macrophages était aussi étayée par l’observation que la tyrosine kinase Hck qui joue un rôle clé dans la migration mésenchymateuse in vitro, régule la migration in vivo des macrophages au sein des tissus interstitiels (14).

La migration in vivo des macrophages associés au tumeurs 
cancéreuses.

Sur la base des travaux menés in vitro sur les mécanismes de migration des macrophages dans des environnements en 3D, l’hypothèse selon laquelle, dans les tissus cancéreux, les macrophages devraient utiliser le mode mésenchymateux, a émergé. En effet, le développement de tumeurs cancéreuses s’accompagne de remaniements importants de la matrice extracellulaire aboutissant à une augmentation de la rigidité et de la densité des tissus. Ainsi dans des fibrosarcomes chez la souris, il a été récemment montré que les macrophages associés aux tumeurs utilisent le mode mésenchymateux in vivo (12). En revanche, les macrophages utilisent le mode amiboïde dans les tissus à la périphérie des tumeurs et dans le derme. En inhibant les metalloprotéases, il a été possible de réduire le nombre de macrophages infiltrés dans les tumeurs et ainsi de ralentir la croissance des fibrosarcomes (12). Ex vivo, dans des biopsies de cancers du sein, il a été noté que les macrophages humains migrent selon le mode mésenchymateux.

Ces résultats sont de première importance car, au cours des dernières décennies, de nombreuses études sur les macrophages associés aux tumeurs cancéreuses (MATC) ont montré qu’ils exercent une activité immunosuppressive, favorisent l’angiogénèse des tumeurs et l’invasivité des cellules cancéreuses et aident à la formation de métastases. La contribution majeure des macrophages dans la progression des cancers est aujourd’hui un outil pronostic, plus le nombre de macrophages présents dans les biopsies de tissus cancéreux est élevé, plus le pronostic est mauvais. Un certain nombre de stratégies thérapeutiques visant les MATC sont envisagées. Parmi celles-ci, des inhibiteurs de la différenciation des macrophages (récepteur au M-CSF) sont testés malgré le fait qu’ils auront un effet systémique probablement dommageable pour l’immunité des patients. Des inhibiteurs de chimiokines (CCL2, CXCL12 ou de leurs récepteurs) qui attirent les MATC dans les tumeurs sont également testés mais ils auront certainement un effet mineur compte-tenu de la multitude de facteurs impliqués dans le recrutement tissulaire des macrophages. Cibler le mode migratoire utilisé par les macrophages pour infiltrer les tumeurs est une nouvelle stratégie que nous discutons dans le dernier paragraphe de cet article.

Manipulation de la migration des macrophages par le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH) pour disséminer dans 
l’organisme.

Les macrophages sont des cellules hôtes pour le VIH, cela signifie que le VIH les infecte et s’y multiplie. Il manipule leur capacité à migrer en diminuant la migration amiboïde et en augmentant la migration mésenchymateuse (10). Dans le cas de la migration mésenchymateuse, la protéine Nef du virus agit sur les podosomes en les stabilisant, ce qui augmente leur capacité à dégrader la matrice extracellulaire et ainsi favorise la migration des macrophages infectés dans les environnements denses. In vivo ceci se traduit chez les souris exprimant Nef par une accumulation de macrophages dans le foie, l’intestin, la médullaire du rein, mimant ainsi l’accumulation inexpliquée de macrophages dans certains tissus chez les patients infectés (10). Cette observation est importante car elle contribue à expliquer comment le virus dissémine dans l’organisme et comment les macrophages contribuent à la pathogénèse associée à l’infection par le VIH, notamment par l’installation d’états inflammatoires au sein des tissus. Elle met aussi en lumière la pertinence de cibler les podosomes pour contrôler la migration mésenchymateuse puisque cette stratégie est utilisée avec succès par le VIH.
En conclusion, nous avons vu que in vitro la porosité de l’environnement joue un rôle important dans la migration des macrophages. Etant données la complexité et la diversité des environnements tissulaires il est nécessaire de concevoir des modèles d’études in vitro de complexité croissante afin de progresser dans l’identification des mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la migration des macrophages et de vérifier les résultats obtenus en dernière intention in vivo. Les enjeux thérapeutiques sont considérables, l’immunothérapie est une des voies prometteuses dans le cancer et les maladies inflammatoires chroniques. Notre stratégie vise à bloquer l’infiltration des macrophages dans un tissu donné sans compromettre leur rôle dans les autres tissus et sans compromettre la migration tissulaire des autres cellules immunitaires. La migration mésenchymateuse pratiquée par un petit nombre de types cellulaires et dans des conditions environnementales particulières, est la cible que nous privilégions puisque l’on sait maintenant que ce mode migratoire est utilisé par les macrophages pour infiltrer les cancers. En contrôlant pharmacologiquement les podosomes, on devrait compromettre la capacité des macrophages à utiliser le mode mésenchymateux sans affecter l’utilisation du mode amiboïde. Il est donc capital de progresser dans la connaissance de la structure et de la fonction des podosomes afin d’identifier leur tendon d’Achille et d’agir sur l’infiltration tissulaire des macrophages.
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A- migration amiboide de macrophages dans une
matrice de collagéne I fibrillaire. Panneau du haut :
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B- migration mésenchymateuse de macrophages dans du
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