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> Eninfiltrantlestissusinfectésoublessés, les pha-
gocytes constituent la premiere ligne de défense
de'organisme grace aleurs fonctions bactéricides
etderéparation des tissus. Toutefois, I'infiltration
tissulaire des phagocytes accélére la progression
de pathologies telles que le cancer ou les maladies
inflammatoires chroniques. Il est donc nécessaire
d’identifier les mécanismes moléculaires et cellu-
laires qu’utilisent ces cellules afin d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques. Les phagocytes
quittent la circulation sanguine en traversant la
paroi vasculaire puis migrent a travers les tissus
interstitiels, qui constituent des environnements
en trois dimensions. Nous proposons dans cette
synthese un état des lieux des connaissances sur
ces différentes étapes du recrutement tissulaire
des phagocytes in vivo et sur les modeles d’étude
invitro. 'accent est mis sur les données récentes
concernant la migration des phagocytes dans des
environnements en trois dimensions. L'utilisation
de deux modes migratoires, amiboide et mésen-
chymateux, par les macrophages, et le r6le des
podosomes et des protéases dans la migration de
type mésenchymateux sont discutés. <

Les phagocytes sont constitués majoritairement par les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes/macro-
phages, ils sont capables d’infiltrer les tissus, processus
clé de la réponse immunitaire innée [1]. Uinfiltration
tissulaire! des phagocytes représente également un
facteur aggravant dans plusieurs pathologies dont les
maladies inflammatoires chroniques [2] ou le cancer

V. Le Cabec et €. Van Goethem ont contribué de fagon équivalente a I’écriture du
manuscrit.

!Le terme « invasion » est utilisé dans la littérature essentiellement lorsqu’il s’agit
d’études portant sur des cellules tumorales. Dans le cas des phagocytes, le terme
infiltration est plus approprié. Nous utilisons le terme « migration 3D » dans le
manuscrit lorsque nous souhaitons insister sur la 3° dimension par opposition aux
résultats obtenus en 2 dimensions. Les termes d’« infiltration tissulaire » ou de
« migration transtissulaire » sont employés dans le manuscrit lorsqu’il s’agit de
décrire la migration in vivo au sein de tissus.
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[3]. Les phagocytes peuvent induire des lésions tissulaires du fait de
la libération de protéases, de produits bactéricides et de dérivés oxy-
génés toxiques [2]. La présence des macrophages au sein des tumeurs
est associée @ un mauvais pronostic puisqu’ils favorisent I’angioge-
nése, la croissance tumorale et la formation de métastases [3]. Aussi,
le contrdle de infiltration tissulaire des phagocytes est-il devenu un
enjeu thérapeutique majeur [3]. Uobjectif de cette revue consiste @
dresser un état des lieux des connaissances sur les différentes étapes
de la migration des phagocytes in vivo et sur les modéles d’étude
in vitro.

Les différentes étapes du recrutement tissulaire
des phagocytes in vivo

Migration a travers la paroi vasculaire et la lame basale

Lors d’une infection, le recrutement des neutrophiles et monocytes
s’effectue en réponse a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
[4]. €n réponse A ces cytokines, les cellules endothéliales des vais-
seaux sanguins les plus proches du site infectieux expriment des sélec-
tines € et P qui interagissent avec les phagocytes circulants, induisent
leur capture et un déplacement sur I’endothélium qui s’apparente @ un
roulement (rolling). Les intégrines des phagocytes sont alors activées,
elles interagissent avec leurs ligands a la surface des cellules endothé-
liales, en particulier ICAM (intercellular adhesion molecule) et VCAM
(vascular cell adhesion molecule) [4, 5]. Ceci entraine I'arrét (arrest)
du roulement des phagocytes qui adhérent fermement a I’endothélium
et se déplacent par reptation (crawling) jusqu’a ce qu’ils traversent
I’endothélium et la membrane basale sous-jacente par diapédése (ou
extravasation) (Figure 1). Notons que la capacité de reptation est
tres augmentée dans le cas des monocytes dits « patrouilleurs », une
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Figure 1. Environnements 2D et 3D de la migration monocytaire. Au cours des différentes étapes du recrutement des monocytes, on peut distinguer

deux contextes migratoires différents. (1) Le premier concerne le crawling et la migration transendothéliale. Il répond aux critéres de la migration

en deux dimensions (2D) puisque, du fait de la faible épaisseur du substrat (par exemple, environ 2 um pour la paroi d’une veinule post-capillaire

et 100 a 300 nm pour la lame basale sous-jacente), la cellule est attachée a son substrat de maniére unilatérale pour maintenir un contact. (2)

Le second contexte concerne la migration transtissulaire qui, elle, répond aux critéres de la migration tridimensionnelle (3D) puisque la cellule se

trouve dans un environnement qui impose des contraintes sur toute sa surface. LER : low expression regions, zones de la lame basale plus pauvres

en protéines matricielles qui seraient des lieux de passage privilégiés pour les leucocytes.

sous-population capable de parcourir les parois des vaisseaux a la
recherche de facteurs inflammatoires [6].

Les mécanismes mis en jeu dans les étapes de rolling, arrest, crawling
et lors de la migration transendothéliale ont été décrits dans des
revues récentes [5, 7] et ne seront pas détaillés ici.

Une fois la paroi endothéliale franchie, les phagocytes traversent
la lame basale pour atteindre les tissus. La lame basale sous-tend
les endothéliums et assure leur cohésion mécanique. Il est essentiel
qu’elle conserve son intégrité apres le passage des millions de leu-
cocytes qui migrent chaque jour vers les tissus dans le cadre de la
surveillance immunitaire [8]. La lame basale est constituée d’une fine
couche de matrice extracellulaire (MEC) de 100 & 300 nm d’épaisseur
composée de macromolécules - par exemple les laminines et le colla-
gene de type IV -, interconnectées par des glycoprotéines comme le
perlecan et les nidogénes, dans laquelle s’insérent les péricytes, cellu-
les impliquées dans la stabilisation de la paroi endothéliale et dans le
contrdle du débit circulatoire et de la perméabilité des capillaires [8,
9]. Des zones plus pauvres en certaines protéines matricielles alignées
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avec les espaces entre les péricytes adjacents [9]
pourraient représenter des lieux de passage privilégiés.
Toutefois, la porosité de la lame basale n’excéde pas les
50 nm et les cellules sont incapables de s’infiltrer dans
des pores de taille inférieure a 2 um [8] suggérant une
action enzymatique. /n vivo, I'intervention de I’élas-
tase dans le passage des neutrophiles est controversée
[10, 11] et, in vitro, I'élastase n’est pas nécessaire au
démantelement réversible de la membrane basale lors
de I’infiltration des neutrophiles [12]. Concernant les
monocytes, peu de données sont disponibles. Ils s’éta-
lent in vivo au niveau de la lame basale et envoient des
protrusions vers le tissu sous-jacent afin de faciliter
leur passage sans qu’une activité protéolytique soit
impliquée [11]. €n revanche, dans le cas du franchisse-
ment par les monocytes/macrophages de la lame basale
particuliére du cerveau qui participe au maintien de la
barriere hémato-encéphalique, des métalloprotéinases
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matricielles (MMP) sont nécessaires [13]. Ainsi, il est probable que des
mécanismes protéolytiques et non protéolytiques soient impliqués au
cours de ce processus et que leur mise en ceuvre dépende de la nature
de la lame basale et du phagocyte concerné [8].

La migration dans les tissus interstitiels

Dans les tissus interstitiels, les phagocytes passent d’un environne-
ment en deux dimensions (2D) & un environnement en trois dimensions
(3D) (Figure 1). Des travaux réalisés essentiellement sur des cellules
tumorales montrent que les mécanismes mis en jeu au cours de la
migration 3D difféerent de ceux intervenant au cours de la migration 2D
[14]. Deux modes migratoires différents ont été définis en 3D dans des
modeles de MEC reconstituées in vitro : le mode mésenchymateux et le
mode amiboide. €n utilisant le mode mésenchymateux, la cellule se
crée activement un passage dans son microenvironnement en le dégra-
dant par protéolyse [15]. Dans ce cas, la cellule adopte un phénotype
protrusif et émet des pseudopodes qui lui permettent de « scanner »
I’environnement et d’y trouver un point d’ancrage et de traction sur
la matrice [15]. Uengagement des intégrines avec leurs ligands de la
MEC active des protéines responsables du turn-over des adhérences
(Rac, Src, ete.) et recrute des protéases cellulaires qui entrafnent une
rupture des adhérences, mais aussi un remodelage de la matrice envi-
ronnante [15, 16]. Le mode amiboide tire son nom du mode migratoire
adopté par le protozoaire Amoeba proteus. Les cellules ont une mor-
phologie arrondie et forment des extensions membranaires arrondies
(bleb) et de courtes protrusions qui pénétrent dans les trous naturels
de la matrice [17]. Ce déplacement ne nécessite pas de protéolyse de
la MEC et il est indépendant des intégrines [15, 17]. Il est caracté-
risé par des contorsions cellulaires qui permettent a la cellule de se
faufiler entre les fibres de la matrice sans s’attacher au substrat. Le
confinement de I’environnement est suffisant pour fournir le contact
nécessaire a la génération de forces de traction [18]. Les processus
contractiles via Rho/ROCK (Rho-associated protein kinase) et la myo-
sine Il produiraient la force de propulsion nécessaire pour permettre le
passage du noyau, ’élément le plus rigide de la cellule [19].

Pour remplir leur fonction immunitaire, les phagocytes sont capables
de migrer dans tous les tissus de Iorganisme. Or, ces derniers différent
par leur organisation et leurs propriétés biophysiques, notamment
leur rigidité et la taille des pores de la MEC qui peut varier de 3 a
6 um (régions fibrillaires Idches) & moins de 1 pum (tissu conjonctif
dense) [20, 21]. Peu d’études visant & déterminer le mode migratoire
des phagocytes in vivo dans les tissus sont disponibles. Sur la base
d’observations faites sur des lymphocytes, il est couramment admis
que les leucocytes, dans leur ensemble, migrent selon le mode ami-
boide au sein des tissus interstitiels [21, 22]. In vivo, les monocytes
et les neutrophiles migrent a une vitesse de 20 a 25 um/min dans le
tissu interstitiel a proximité d’une veinule ; la migration est sous la
dépendance de ROCK [23], ce qui est en faveur d’un mode migratoire
amiboide. La migration interstitielle in vivo des cellules dendritiques
matures est indépendante des intégrines [22], mais semble dépen-
dante de la MMP-9 [24, 25]. Pour les macrophages, I'implication de
protéases lysosomales et de MMP dans la migration a été décrite mais,
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dans la plupart des études, il n’est pas clairement éta-
bli si ces protéases sont libérées par les macrophages
eux-mémes. L'hypothése selon laquelle e mode mésen-
chymateux pourrait €tre utilisé in vivo par certains
phagocytes est étayée par 'observation que la tyrosine
kinase Hck [26], qui joue un rdle clé dans la migration
mésenchymateuse in vitro, régule la migration in vivo
des macrophages au sein des tissus interstitiels [26].
Hck, une kinase de la famille Src, est exprimée spéci-
fiquement dans les phagocytes, ce qui en fait une cible
pharmacologique potentielle. Ainsi, bien que quelques
études soient en faveur de Iutilisation du mode mésen-
chymateux in vivo, des travaux complémentaires sont
nécessaires pour démontrer avec certitude 'utilisation
in vivo de ce mode migratoire par les macrophages. La
microscopie intravitale, dont le niveau de résolution et
accessibilité a des tissus profonds sont en constant
progres, permettra probablement de répondre prochai-
nement a cette question.

€n résumé, au cours des différentes étapes du recru-
tement des phagocytes sur un site inflammatoire, on
peut distinguer deux contextes migratoires différents.
Le premier concerne le crawling et la migration tran-
sendothéliale. Il répond aux criteres de la migration
en 2D [15, 21] puisque la cellule n’est attachée a
son substrat que par une de ses « faces ». Le second
contexte concerne la migration transtissulaire qui, elle,
répond aux criteres de la migration 3D puisque la cel-
lule est insérée dans un environnement qui impose des
contraintes sur toute sa surface. Puisque les migrations
en 2D et 3D font appel a des mécanismes différents
[14], des modéles expérimentaux pour I'étude de la
migration 3D des phagocytes commencent a émerger
et a compléter les modeles 2D qui ont été mis en place
par le passé.

La migration in vitro des phagocytes

Les mécanismes de la migration en 2D des phagocytes
Généralement, les expériences de migration en 2D sont
réalisées avec des phagocytes déposés sur des lamel-
les de verre recouvertes ou non de fines couches de
substrats (fibronectine, fibrinogéne, etc.). Le modele
de wound healing (cicatrisation d’une blessure), qui
consiste & réaliser une blessure dans une monocou-
che de phagocytes adhérents a I'aide d’une pointe de
pipette, permet de suivre la recolonisation par les pha-
gocytes de I’espace ainsi libéré [27]. Alors que ces deux
premiers modeles sont utilisés pour suivre la migration
non orientée, le modele des chambres de migration
permet de mesurer la migration vers un facteur attrac-
tant (chimiokines, cytokines, médiateurs lipidiques,



produits de dégradation de la MEC, produits bactériens, etc.). On parle
alors de chimiotactisme ou d’haptotactisme selon que le facteur est
soluble ou non [26].

D’un point de vue mécanistique, au cours de la migration en 2D, la
cellule se polarise en formant un front de migration (leading edge) a
I’avant et un uropode (lagging ou trailing edge) & I'arriére. La compo-
sition moléculaire et ionique de ces deux régions cellulaires est tres
différente [28]. Les podosomes, structures constitutives des mono-
cytes/macrophages et cellules dérivées impliquées dans I'adhérence
et la dégradation de la MEC, sont concentrés au niveau du front de
migration [29, 30].

La migration cellulaire est basée sur des cycles successifs d’exten-
sions membranaires, d’adhérence, de traction du corps cellulaire
et de rétraction de 'arriere de la cellule. Elle implique une balance
entre forces d’adhérence (dépendantes des intégrines) et forces de
traction. Les petites protéines G de la famille Rho, incluant Rho, Rac
et Cdc42, jouent un rdle clé dans le remaniement du cytosquelette
d’actine associé aux différentes étapes de ce processus. La protrusion
du front de migration (leading edge), dépendante de Rac et Cdc4?,
est contrebalancée par la rétraction de I'uropode, dépendante de la
voie Rho/ROCK/myosine Ila et de la synaptotagmine VI, cette derniére
contrélant I’exocytose des lysosomes [31]. Une balance cyclique entre
ces deux régions opposées de la cellule est nécessaire pour entrainer la
migration (boucles de rétrocontrdle) et maintenir la polarité [32].
Rac? est impliquée dans la formation du lamellipode et est essentielle
a la migration des neutrophiles murins [33] tandis que Racl et Cdc4?2
sont nécessaires a I’extension des dendrites et I’étalement des cellules
dendritiques [34]. Cependant, la déplétion de Rac 1 et 2 modifie la
morphologie de macrophages murins mais n’altére pas leur migra-
tion [35]. Ainsi, dans les macrophages, la formation du lamellipode
pourrait dépendre davantage de Cdc42. D’autre part, Rho permet le
détachement des cellules dendritiques [34]. Dans les neutrophiles
adhérant sur gel de polyacrylamide, substrat d’élasticité calibré, la
force de traction nécessaire au déplacement se localise a I’arriére de
la cellule [36], la ou se situe la myosine I [37].

Dans tous ces modeles, la limite majeure tient au fait que la rigidité
des supports est tres supérieure a celle de I’endothélium vasculaire ou
des épithéliums sur lesquels les phagocytes se déplacent en 2D in vivo.
Or, il est maintenant clairement établi que ce parameétre est intégré
par les cellules et modifie leur comportement. Par exemple, les macro-
phages s’étalent de plus en plus @ mesure que le substrat se rigidifie
et, en retour, ces cellules rigidifient leur cytosquelette d’actine [38].
De plus, les macrophages déposés sur des surfaces rigides forment
des podosomes, structures d’adhérence riches en actine filamenteuse
(F-actine) capables de protéolyser la matrice extracellulaire [39, 40]
alors que sur des surfaces molles, les macrophages ne forment pas de
podosomes ([38] (Figure 2).

Des modéles de monocouches de cellules endothéliales adhérant
sur du verre ou du plastique ont été utilisés pour Iidentification des
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans les routes
paracellulaires ou transcellulaires empruntées par les phagocytes pour
traverser "endothélium [7]. Des modéles de monocouches de cellules
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endothéliales reposant sur de la matrice extracellu-
laire, qu’il s’agisse de collagéne | ou de Matrigel™ dont
la composition est proche de celle de la lame basale,
ont également été mis en place depuis de nombreuses
années et sont plus proches de I'environnement in vivo
que les modeles précédents [12]. Ils permettent poten-
tiellement d’étudier enchainement des processus de
migration dans les environnements 2D et 3D, lorsque les
cellules pénetrent dans la matrice aprés avoir traversé
la couche de cellules endothéliales.

€n conclusion, l'utilisation de modeéles in vitro plus
complexes utilisant des supports de rigidité contrélée
proche des valeurs mesurées in vivo sont a considérer
dans le cadre de I’étude de la migration 2D des pha-
gocytes comme cela a été réalisé pour d’autres types
cellulaires [30].

Les mécanismes de la migration en 3D des phagocytes
La migration 3D est le résultat d’'une équation multi-
paramétrique dans laquelle le phagocyte (sa taille, sa
capacité & se déformer, a dégrader, etc.), les para-
meétres physiques (rigidité, architecture, etc.) et les
paramétres biochimiques environnementaux (compo-
sition de la MEC, présence de cellules) sont & considé-
rer [41]. In vivo, il est impossible de maitriser chacun
de ces parameétres individuellement. Aussi, des modeles
d’étude in vitro plus simples commencent a étre utili-
sés afin de décortiquer les mécanismes cellulaires et
moléculaires mis en jeu au cours de la migration 3D
des phagocytes. Le modeéle le plus répandu est celui qui
consiste & utiliser des MEC (Matrigel™, matrice issue de
tumeurs dont la composition est proche de celle de la
membrane basale ; collagéne de type | natif ou déna-
turé) (Tableau |) polymérisées dans des puits ou des
chambres de migration (Figure 2A).

Les neutrophiles humains migrent indépendamment des
protéases par extension de pseudopodes dans les trous
d’une matrice 3D et par constriction du corps cellulaire
[42]. Dans une matrice de collagéne fibreux, la migration
des monocytes humains est indépendante des MMP [43].
Alors que I'utilisation de protéases au cours de la migra-
tion des cellules dendritiques est encore controversée
[44], la dégradation des MEC de faible porosité comme
le Matrigel™ ou le collagene | polymérisé sous forme de
gel a été clairement établie pour les macrophages qui
utilisent alors le mode mésenchymateux, une migration
lente de 'ordre de 10 um/h [40, 45]. €n revanche, dans
des MEC & larges pores (collagéne | fibreux), les macro-
phages utilisent le mode migratoire amiboide [26, 45],
ce qui permet une migration plus rapide (40 um/h). Ainsi,
les macrophages adaptent leur mode migratoire a I'ar-
chitecture de leur environnement (Figure 24A). A ce jour,
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Figure 2. Différents types de migration macro-
phagique en 3D. A. La migration 3D mésenchy-
mateuse et amiboide des macrophages humains
est influencée par I'architecture des MEC. Les MEC
indiquées sont polymérisées en couche épaisse
(environ 1 mm) dans le compartiment supérieur
des chambres de migration séparé par une mem-
brane poreuse de 8 um d’un compartiment infé-
rieur dans lequel est placé un chimioattractant,
le plus souvent du sérum. Les macrophages sont
déposés a la surface des matrices. Des images en
microscopie électronique a balayage montrent la
structure des MEC et des images de microscopie
confocale montrent des macrophages a la sur-
face ou infiltrés dans la MEC, puis marqués avec
de la phalloidine-Texas Red dans les MEC sont
montrées. On notera que la F-actine s’accumule
a I'extrémité de protrusions cellulaires lors de la
migration mésenchymateusee qui sont absentes
lors de la migration amiboide. B. Des macro-
phages d’un méme donneur sont déposés sur
des lamelles de verre recouvertes de collagene |
(2D) et a la surface d’une matrice de collagene
gel qu’ils ont infiltrée pour comparaison des
podosomes 2D (fléches) et des podosomes 3D
(tétes de fléche). La F-actine est marquée avec
la phalloidine, et la vinculine et la paxilline,
deux protéines qui s’accumulent aux podosomes,
sont révélées par immunofluorescence avec un
anticorps secondaire couplé au FITC (fluorescéine

isothyocyanate). Barre d’échelle : 10 pm.

le mode migratoire des macrophages n’a pas
été évalué dans des matrices 3D de colla-
gene natif. Or, la présence ou non de ponts
covalents dans une matrice de collagéne de
type | influence grandement le mode migra-
toire de cellules tumorales en 3D in vitro, les
faisant passer d’un mode indépendant de la
métalloprotéase MT1-MMP dans du collagéne
de type | dénaturé a un mode dépendant de
cette protéase dans le cas du collagene |
natif [43].

La migration mésenchymateuse des macro-
phages s’accompagne de la formation de
protrusions membranaires. A leur extré-
mité s’organisent des structures riches
en F-actine et en protéines associées aux
podosomes 2D, douées d’activité protéo-
lytique de la MEC, que nous avons défi-
nies comme des podosomes 3D (Figure 2B),
et qui sont la signature de la migration



MEC Collagene fibreux

Collagene gel

Matrigel

Collagene IV (~ 31 %), laminine (~ 60 %),

Composition biochimique Collagene | Collagene | entactine (~ 7 %), autres (~ 2 %)
(facteurs de croissance, etc.)

Concentration (mg/ml) 2 5 10

Diameétre moyen des pores (um) ~2 ~0,5 ~0,5

Elasticité (Pa) 20 103 105

Mode migratoire des macrophages Amiboide Mésenchymateux Mésenchymateux

Tableau I. Tableau récapitulatif des caractéristiques principales des matrices extracellulaires utilisées dans les études in vitro de la revue. Le diameétre

des pores de chaque matrice est estimé d’aprés des mesures effectuées sur des photographies de microscopie électronique a balayage [45].

mésenchymateusee des macrophages [40, 45]. Ces podosomes 3D
pourraient étre le lieu du déversement des protéases comme cela a déja
été proposé en 2D [46, 47]. Les podosomes 3D ne sont pas formés au
cours de la migration amiboide. Lorsque la formation des podosomes
est affectée dans les macrophages, la migration mésenchymateuse
est inhibée alors que la migration amiboide est maintenue [26, 48].
Les invadopodes, structures voisines des podosomes, présents dans les
cellules tumorales, ont une fonction de mécanosenseur : la rigidité de
la matrice augmente leur activité protéolytique [49]. Il est probable
que les podosomes jouent un role similaire. Par exemple, lorsque les
macrophages sont déposés sur un support de rigidité élevée, tel que
des lamelles de verre recouvertes ou non d’une fine couche de MEC,
ils forment des podosomes 2D (Figure 2B). €n revanche, lorsqu’ils sont
déposés a la surface de matrices épaisses dont la rigidité est moindre,
ils ne forment pas de podosomes 2D [38] mais des podosomes 3D
lorsqu’ils pénétrent dans la matrice (Figure 24).

La migration mésenchymateuse des macrophages requiert différen-
tes protéases selon I’environnement rencontré. Ainsi dans des MEC, la
migration des macrophages est sous la dépendance de protéases en
partie d’origine lysosomale [45]. D’ailleurs, la tyrosine kinase Hck, qui
régule le trafic des lysosomes [46], contrdle la migration mésenchyma-

teuse des macrophages dans ces MEC [26]. €n plus de sa
dégradation, les macrophages exercent un remaniement
important de la MEC en I'ingérant et en la compactant.
IIs forment ainsi des tunnels dans lesquels d’autres cel-
lules peuvent s’infiltrer [40]. Un modeéle de sphéroides
de cellules tumorales mimant un tissu a récemment été
utilisé. Ces sphéroides, d’un diamétre d’environ 400 pm,
sont composés de cellules et de matrice (Figure 3). Leur
structure est hétérogene comparée aux MEC utilisées
jusqu’alors, avec des espaces intercellulaires plus ou
moins larges, comblés ou non par de la MEC [48]. Linfil-
tration de macrophages humains dans cet environnement
s’effectue en utilisant les deux modes migratoires suggé-
rant que, dans les zones a forte porosité, les macropha-
ges migrent selon le mode amiboide et, dans des zones
plus compactes, selon le mode mésenchymateux [48]. De
fait, nous avons superposé des matrices d’architecture
variable, et nous avons observé qu’un méme macrophage
est capable de passer d’'un mode migratoire amiboide a
un mode mésenchymateux et vice versa (résultats non
publiés).

&

Figure 3. Infiltration de macrophages humains dans
des sphéroides de cellules tumorales. Des macropha-
ges humains marqués au CellTracker (A, B) ou expri-
mant LifeAct-Cherry pour marquer I’actine-F (€) sont
incubés pendant 3 jours avec des sphéroides de cellules
de carcinome du sein (SUM159PT) d’un diamétre d’en-
viron 400 um. A, B. Les sphéroides infiltrés sont fixés et
marqués au DAPI, examinés avec un microscope multi-
photons et des acquisitions en Z sont réalisées (pas :
1,2 um). La somme de toutes les images (A image du
haut) et une section (A, image du bas) sont montrées.
B. Reconstructions 3D. C. la somme d’images confo-
cales sur 40 pm d’épaisseur montre le sphéroide en

lumiére blanche avec une superposition de la fluores-

cence rouge des macrophages-LifeAct. Des macrophages infiltrés et un macrophage en surface en train de s'infiltrer dans le sphéroide (fleche) sont

montrés. On note la présence de protrusions caractéristiques du mode mésenchymateux de migration (téte de fleche) (échelle : 50 um).
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Lorsque les macrophages infiltrent des sphéroides, il est remarquable
de noter que, dans cet environnement, la migration mésenchymateuse
se déroule sans avoir recours aux protéases d’origine lysosomale et
qu’elle nécessite exclusivement les MMP (manuscrit soumis pour publi-
cation). Ainsi, au cours de la migration mésenchymateuse, les macro-
phages utilisent différentes familles de protéases, reflet probable de
la capacité de ces cellules a percevoir leur environnement [51]. Toute-
fois, nous ne savons pas si les macrophages sont capables de délivrer
sélectivement les protéases nécessaires ou s’ils liberent ’ensemble des
protéases sans discernement.

Conclusion

Nous avons vu que I’architecture et la rigidité de I’environnement
jouent un role important dans la migration des macrophages. D’autres
parameétres sont aussi @ prendre en compte et notamment la com-
position des matrices. Outre le Matrigel™, les modéles de MEC 3D les
plus couramment utilisés sont composés uniquement de collagéne de
type I. Or, in vivo, la composition des MEC est variable et complexe, de
multiples molécules sont présentes (élastine, fibronectine, protéo-
glycanes, etc.) et susceptibles d’interagir avec différents récepteurs
d’adhérence des phagocytes. Par exemple, en 2D les podosomes de
macrophages humains se forment préférentiellement en réponse au
fibrinogéne qui sollicite avant tout I'intégrine aMB2 [50]. D’autre
part, les tissus interstitiels ne sont pas uniquement composés de
matrice. La présence de cellules modifie trés probablement le com-
portement migratoire des phagocytes. A cela, il faut ajouter la
présence de facteurs chimioattractants et inflammatoires qui, en
modifiant le phénotype et la polarisation des macrophages, peuvent
potentiellement influencer leur capacité migratoire. Les résultats
que nous venons d’exposer démontrent clairement la complexité des
réponses cellulaires face a leur environnement et mettent en lumiére
la nécessité de concevoir des modeles d’études in vitro de complexité
croissante afin de progresser dans I'identification des mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans la migration des cellules
phagocytaires. L'utilisation d’explants tissulaires constituera un
niveau de complexification supérieur. imagerie en microscopie intra-
vitale et I'utilisation d’outils pour cartographier les modes migratoires
des phagocytes dans les différents tissus et détecter I'activité de
protéases in situ devraient aboutir a terme a une caractérisation plus
précise des modes migratoires. ¢

SUMMARY

Phagocyte migration: an overview

Phagocytes are the first line of host defense thanks to their capacity
to infiltrate infected and wounded tissues, where they exert their
bactericidal and tissue repair functions. However, tissue infiltration
of phagocytes also stimulates the progression of pathologies such as
cancer and chronic inflammatory diseases. It is therefore necessary to
identify the molecular and cellular mechanisms that control this pro-
cess to identify new therapeutic targets. Phagocytes leave the blood
stream by crossing the vascular wall and infiltrate interstitial tissues,
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a three-dimensional environment. A state-of-the-art
of the different steps of phagocyte tissue recruitment
in vivo and of the different in vitro models is developed
in this synthesis. We focus on recent data concerning
the migration of phagocytes in three-dimensional envi-
ronments. The use of two different migration modes,
amoeboid and mesenchymal, by macrophages and the
role of podosomes and proteases in the mesenchymal
migration are discussed. ¢
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