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Spécialisation fonctionnelle
des populations

de macrophages dans

les amygdales palatines

Elodie Segura

> Les macrophages jouent un rdle cen-
tral dans I"homéostasie tissulaire et
la défense contre les microorganismes
pathogénes. Les résultats d’un ensemble
d’études réalisées dans des modeles
murins au cours de la derniére décen-
nie ont profondément transformé notre
compréhension de ces cellules. Ces tra-
vaux ont montré que plusieurs popula-
tions de macrophages co-existent dans
chaque tissu [1, 2]. Les macrophages
dits « résidents » ont une durée de vie
longue et peuvent se renouveler par
prolifération in situ. lls sont initia-
lement issus de cellules précurseurs
embryonnaires, mais sont remplacés
au cours de la vie (ou aprés un épisode
inflammatoire) par différenciation de
monocytes circulant dans le sang. De
plus, des macrophages a durée de vie
courte sont présents dans la peau et
les muqueuses, et sont constamment
remplacés par recrutement de mono-
cytes. Cependant, I'existence de ces
différentes populations est mal docu-
mentée dans I’espece humaine. Dans la
mesure ol "lhomme et la souris différent
considérablement dans leur exposition
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aux stimulus environnementaux, des
différences notables pourraient exister
entre ces deux especes, ce qui souligne
I’importance d’étudier les populations
de macrophages présentes dans les tis-
sus humains. Nous avons pris comme
objet d’étude un organe lymphoide de la
gorge : les amygdales palatines [3].

Les amygdales humaines contiennent
trois populations de macrophages
dont les cycles de vie sont différents
L'analyse transcriptomique de cellules
individuelles (ou scRNA-seq pour single-
cell RNA-sequencing) nous a permis
d’identifier trois populations différentes
de macrophages dans les amygdales,
et de valider des marqueurs de surface
(CD36 et CD81) permettant de les dis-
tinguer et de les isoler par cytométrie en
flux. Une analyse approfondie a ensuite
permis de conclure que les macrophages
CD36*CD81" sont vraisemblablement
dérivés de monocytes circulants, tandis
que les macrophages CD36°CD81*, qui
auraient une origine embryonnaire, sont
capables de proliférer. Enfin, les macro-
phages CD36*CD81* semblent appartenir
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a la catégorie des macrophages rési-
dents ayant une origine monocytaire.

Chez la souris, le recrutement de mono-
cytes dans les tissus est déclenché soit
par des signaux inflammatoires, soit par
des produits de la flore microbienne [2].
Les échantillons d’amygdale que nous
avons analysés ne présentaient pas de
signes cliniques d’inflammation. Néan-
moins, I’amygdale étant constamment
exposée a des microbes ou a des parti-
cules inhalées, nous avons formulé I’hy-
pothése que la présence de macrophages
dérivés de monocytes dans cet organe
pourrait étre due a I'existence d’une
faible inflammation basale. Pour tester
cette hypotheése, nous souhaitions com-
parer des amygdales normales avec des
amygdales sans aucune réaction immu-
nitaire ou inflammatoire, ce qui n’était
pas possible chez ’lhomme. Nous avons
donc comparé les transcriptomes de
cellules immunitaires d’amygdales d’un
singe macaque infecté par le virus de la
grippe depuis cing jours, d’'un macaque
infecté par ce virus depuis 14 jours, et
d’un macaque non infecté. Nous avons
ainsi pu observer trois populations de
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Figure 1. Spécialisation fonctionnelle
des populations de macrophages dans
I’amygdale palatine. Trois popula-
tions de macrophages existent dans
I’amygdale humaine. Les macrophages
CD367CD81" sont vraisemblablement
dérivés des monocytes circulant dans
le sang. Ces macrophages sont spécia-
lisés dans le dialogue avec les lympho-
cytes T auxiliaires folliculaires dans la
« light zone » du follicule B. Ce dia-
logue implique en particulier la sécré-
tion de la cytokine activine A, grdce a
I’action concertée du TNF-ou produit
par les cellules stromales et du facteur
de transcription IRFl. Les macrophages
(D367CD81" sont situés dans les zones

de Iamygdale riches en lymphocytes

T, ol ils pourraient permettre d’éliminer les lymphocytes T apoptotiques. Les macrophages CD36°CD81" sont présents dans la « dark zone » des

follicules B, ou ils permettraient I’élimination des lymphocytes B apoptotiques. Ainsi ces trois populations de macrophages possedent-elles des

fonctions différentes et complémentaires (figure créé avec Biorender.com).

macrophages similaires a celles que
nous avions détectées dans I'amygdale
humaine, ainsi qu’une population de
monocytes. Cependant, les monocytes
et les macrophages dérivés de mono-
cytes étaient absents de I’amygdale du
macaque non infecté, ce qui suggere
que le recrutement de monocytes dans
I’amygdale n’est pas constitutif, mais
qu’il est associé a I’existence d’une
réponse immunitaire.

Les populations de macrophages

de ’amygdale ont des fonctions
distinctes

La comparaison des transcriptomes
des trois populations de macrophages
de I"amygdale, qui montrait un enri-
chissement en ARN messagers codant
des cytokines dans les macrophages
CD36°CD817, et une plus forte expres-
sion de genes potentiellement impli-
qués dans I"homéostasie tissulaire et
la capture de cellules mortes dans
les deux autres catégories de macro-
phages, suggérait que ces populations
avaient des fonctions différentes. Nous
avions précédemment montré que les
macrophages de Iamygdale humaine
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étaient capables de stimuler les lym-
phocytes T auxiliaires folliculaires, qui
contribuent a la différenciation des
lymphocytes B en cellules productrices
d’anticorps [4]. €n mettant en pré-
sence des macrophages issus de cha-
cune des trois populations, des lym-
phocytes T auxiliaires folliculaires de la
méme amygdale, nous avons découvert
que seuls les macrophages CD36*CD81"
étaient capables de stimuler la pro-
duction de molécules effectrices par
les lymphocytes T auxiliaires follicu-
laires. De plus, seuls ces macrophages
sécrétent la cytokine activine A, qui
joue un role crucial dans le dialogue
avec les lymphocytes T auxiliaires fol-
liculaires [5].

Cependant, ces résultats d’expériences
ex vivo seraient sans pertinence phy-
siologique si ces deux populations de
cellules ne se rapprochaient pas in
situ. Nous avons donc analysé la loca-
lisation des différentes populations de
macrophages dans "amygdale grdce a
deux techniques d’imagerie complé-
mentaires. 'architecture de Iamyg-
dale comporte principalement des
zones riches en lymphocytes T et des

follicules riches en lymphocytes B, ces
derniers comprenant une zone d’inte-
raction avec les lymphocytes T auxi-
liaires folliculaires (« light zone ») et
une zone ou ont lieu les mutations
somatiques conduisant a la produc-
tion des anticorps (« dark zone »).
Nous avons localisé les macrophages
CD36*CD81" principalement dans la
light zone et dans la zone riche en
lymphocytes T, tandis que les macro-
phages CD367CD81" sont situés dans la
zone riche en lymphocytes T. Enfin, les
macrophages CD36°CD81" sont présents
essentiellement dans la dark zone.

Ces résultats indiquent que les macro-
phages CD36*CD81" sont spéciali-
sés pour la stimulation des réponses
humorales, tandis que les macrophages
CD367CD81* pourraient étre spécialisés
dans I’élimination des lymphocytes
B devenus apoptotiques au cours du
processus d’hypermutation. €Enfin, les
macrophages CD367CD81" semblent étre
I’équivalent des macrophages résidents
de la zone riche en lymphocytes T, les-
quels, chez la souris, ont pour fonction
d’éliminer les lymphocytes T apopto-
tiques [6].
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La spécialisation fonctionnelle des

macrophages de courte durée de vie

est due a la conjonction de facteurs

intrinséques et de signaux solubles

Nous avons cherché a comprendre les
mécanismes moléculaires de la spécia-
lisation des macrophages CD36°CD817,
en étudiant plus particulierement leur
capacité a sécréter I'activine A. Par une
analyse bio-informatique des profils
transcriptomiques des populations de
macrophages et des cellules stromales
de ’amygdale, nous avons identifié un
mécanisme potentiel : la production de
TNF-a. (tumor necrosis factor alpha) par
les cellules stromales. Des expériences
in vitro utilisant des macrophages pro-
duits en culture a partir de monocytes
(et ainsi, vierges de toute stimulation
immunitaire antérieure) nous ont permis
de confirmer le role du TNF-a.. Cepen-
dant, I"exposition des macrophages
(D367CD81* et CD36*CD81™ au TNF-a ex
vivo ne suffisait pas a déclencher leur
sécrétion d’activine A, et nous avons
alors formulé "hypothese que des fac-
teurs de transcription pourraient étre
impliqués dans cette sécrétion. €n ana-
lysant les réseaux transcriptionnels dans
les trois populations de macrophages
de 'amygdale, nous avons identifié le
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facteur de transcription IRF1 (interferon
regulatory factor 1) comme un candi-
dat potentiel. Nous avons alors réprimé
expérimentalement son expression dans
des macrophages produits en culture a
partir de monocytes, en y introduisant
des petits ARN en épingle a cheveux
(ou shRNA pour small hairpin RNA,), qui
permettent I'extinction du geéne cible :
la franche diminution de la sécrétion
d’activine A par les macrophages n’ex-
primant plus IRF1 a confirmé le rdle
essentiel de ce facteur de transcription
dans la sécrétion de cette cytokine.

Cette étude a donc permis de caracté-
riser les populations de macrophages
de I’amygdale humaine, et de mettre
en évidence une spécialisation fonc-
tionnelle corrélée a leur localisation.
€n outre, elle a permis de mieux com-
prendre les propriétés fonctionnelles
des macrophages de courte durée de vie
dans les tissus. Nous proposons le scé-
nario suivant: les monocytes seraient
recrutés dans les organes lymphoides
«a la demande », lors d’une réaction
immunitaire, afin de fournir une popu-
lation de macrophages spécialisée dans
le soutien de lymphocytes T folliculaires
auxiliaires et des réponses humorales,
tandis que les autres populations de

es progres et débats

macrophages seraient des populations
« résidentes » impliquées dans le main-
tien de "homéostasie tissulaire, en
particulier dans I’élimination des cel-
lules apoptotiques (Figure I). Ainsi, les
macrophages de I'amygdale jouent-ils
des rdles différents et complémentaires,
permettant le développement optimal
de la réponse immunitaire humorale. ¢
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