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RÉSUMÉ 

Les macrophages (M0s) sont un des constituants majeurs du stroma du 

cancer de la vessie chez l'humain et ils jouent un rôle important au niveau de la 

croissance tumorale et de la suppression de la réponse immunitaire anti­

tumorale. Un modèle de M0s dérivés de monocytes sanguins polarisés en 

phénotype M1 et M2 et les cellules de cancer de la vessie T24 ont été utilisé 

pour étudier le rôle des M0s polarisés sur la viabilité et l'invasivité des cellules 

du cancer de la vessie. Les facteurs solubles dérivés des M0s M1 inhibent la 

prolifération des cellules T24 mais n'induisent pas d'apoptose caspase-3 

dépendante. En réponse aux facteurs solubles produits par les M0s M1 , 

l'invasivité des cellules T24 est augmentée. Le blocage du récepteur du TNF-a 

ou de la voie de signalisation de la PI 3-kinase/Akt inhibe l'invasion des cellules 

T24 mais n'affecte pas leur viabilité. Les facteurs solubles produits par les M0s 

M2 favorisent la prolifération des cellules T24 et sont en mesure de contrecarrer 

l'effet inhibiteur des facteurs solubles produits par les M0s M1 sur la 

prolifération des cellules T24. La prolifération dans les cocultures T24/ M0 

augmente avec les M0s M2 mais diminue avec les M0s M1 . L'ajout d'IL-10 

permet d'atténuer l'inhibition de la prolifération observée dans les cocultures 

T24/ M0 M1. 

Dans l'ensemble, nos résultats suggèrent que les M0s polarisés sont en 

mesure de réguler la prolifération et l' invasion des cellules tumorales de la 

vessie et supportent l'idée que les interactions entre le stroma et la tumeur 

peuvent influencer la progression du cancer de la vessie vers des tumeurs plus 

agressives in vivo. 
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CHAPITRE 1 

IMPLICATION DU MACROPHAGE DANS L'IMMUNITÉ ANTI-TUMORALE 

1.1 Le macrophage, origine et fonctions 

Les macrophages (M0s) sont des cellules immunitaires dérivant de la 

lignée myéloïde. Le précurseur du M0, le monocyte, est produit dans la moelle 

osseuse pour ensuite passer dans la circulation sanguine où il circulera durant 

quelques heures. Il migrera ensuite vers les tissus sous l'influence de protéines 

chimiotactiques (chimiokines) et sera différencié soit en cellule dendritique, soit 

en M0 [1]. Comme les monocytes ont une durée de vie très courte (moins de 

3 jours) cette différenciation est essentielle à leur survie. 

En tant que phagocytes dans les tissus, les M0s jouent plusieurs rôles 

dans la réponse immunitaire aussi bien acquise qu'innée. Ce sont des cellules 

qui phagocytent les pathogènes et les débris cellulaires pour ensuite les digérer 

à l'aide de plusieurs molécules réactives dont le lysozyme, l'oxyde nitrique (nitric 

oxyde, NO) et des intermédiaires réactifs dérivés de l'oxygène comme le 

peroxyde d'hydrogène [2] . Ils possèdent également des récepteurs Fc qui leur 

permettent d'identifier et de phagocyter plus facilement les particules qui sont 

reconnues par des anticorps spécifiques (pathogènes, toxines) [2] . Un second 

rôle important des M0s est l'apprêtement et la présentation de l'antigène aux 

cellules T. Lorsque les M0s phagocytent une protéine, celle-ci n'est pas 

complètement dégradée. Il subsiste de petits peptides d'une taille d'environ 13 à 

18 acides aminés. Ces peptides seront présentés à la surface membranaire par 

les molécules de classe Il du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) . Ces 

complexes antigène-CMH Il activeront par la suite des lymphocytes T auxiliaires 

(Th pour T he/pet) spécifiques de l'antigène [2]. Un autre rôle des M0s est la 
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sécrétion de facteurs agissant dans la réponse immunitaire, c'est-à-dire, des 

protéines du complément, des prostaglandines, des facteurs de croissance, des 

enzymes hydrolytiques (protéases, lysozyme) et des cytokines [2]. Les M0s 

sont également impliqués dans la réponse-immunitaire anti-tumorale [3, 4]. Cet 

aspect du rôle des M0s sera présenté plus en détails durant ce chapitre. 

1.2 Élimination des cellules tumorales par les macrophages 

1.2. 1 Reconnaissance des cellules tumorales 

Pour pouvoir éliminer les cellules tumorales , les M0s doivent d'abord être 

en mesure de les identifier. La capacité des M0s à reconnaître spécifiquement 

une cellule tumorale réside dans le fait que ces dernières présentent des 

différences dans leurs compositions membranaires. Par exemple, 

l'augmentation de la quantité d'une phosphatidylsérine, la N-ethylmaleimide, sur 

le feuillet externe de la membrane de cellules tumorales entraîne leur lyse et 

leur phagocytose par des macrophages [5]. De plus, l'altération du profil de 

glycosylation des glucides complexes à la surface des cellules cancéreuses est 

un autre mécanisme par lequel elles peuvent être reconnues [6-8]. Les M0s 

peuvent reconnaître ces structures via des récepteurs "Iectine-like" exprimés à 

leur surface [6, 7] . 

Après l'avoir identifiée, le M0 peut provoquer la mort d'une cellule 

tumorale par différents mécanismes, soit par la production de médiateurs 

solubles, soit par contact cellule-cellule ou encore via la cytotoxicité cellulaire 

anticorps-dépendante. 
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1.2.2 Cytotoxicité médiée par des facteurs solubles 

Les principaux médiateurs solubles produits par les M0s capables 

d'induire la mortalité des cellules tumorales sont le Tumor Necrosis Factor­

alpha (TNF-a) et le NO. Le TNF-a est une protéine soluble de 17kDa qui est 

sécrétée sous forme homotrimérique après le clivage de celle-ci encrée à la 

membrane plasmique [9] . Autant la forme membranaire que la forme soluble 

sont en mesure d'induire la mort cellulaire des cellules qui expriment son 

récepteur [10 , 11]. Le TNF-a possède deux récepteurs qui ont des rôles 

biologiques distincts : le TNF-R1 , qui est exprimé par la plupart des cellules de 

l'organisme, et le TNF-R2, principalement exprimé par les cellules 

hématopoïétiques [12, 13]. L'activation du récepteur TNF-R 1 induit la mortalité 

cellulaire, l'activité anti-virale et l'activation de la voie de signalisation du NF-KB 

(de nuc/ear factor-KB). L'activation du récepteur TNF-R2, quant à lu i, induit 

plutôt la prol ifération des thymocytes et des lymphocytes T cytotoxiques [13, 

14]. La liaison du TNF-a au TNF-R1 peut conduire à la mort cellulaire par 

apoptose en induisant une cascade de signalisation cellulaire qui aboutit à 

l'activation des protéases exécutrices de la mort cellulaire programmée, 

appelées caspases [15] . Paradoxalement, l'activation du TNF-R1 peut 

également conduire à l'activation de la voie de signalisation du NF- KB, ce 

dernier étant un facteur de transcription qui induit l'expression de gènes 

favorisant la survie cellulaire (voir Figure 1.1) [16] . La mort ou la survie de la 

cellule cible dépend donc en grande partie du contexte qui avantagera soit 

l'activation des caspases condu isant vers l'apoptose, soit l'activation du NF-KB 

qui favorise la survie [16 , 17]. Le TNF-a, comme son nom l'indique, est capable 

de provoquer la nécrose des tumeurs in vivo. De nombreuses études ont 

démontré que de fortes doses de TNF-a injectées localement induisaient la 

nécrose de tumeurs isogéniques et de xénogreffes [18-21] . On a également 

observé que certains types de tumeurs étaient sensibles à une nécrose 

hémorragique suite à une injection systémique de TNF-a, mettant en évidence 

le fait que le TNF-a peut avoir un effet anti-angiogénique [20, 22 , 23] . 
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FIGURE 1.1 : Signalisation du TNF-R1. Lorsque le TNF-a se lie au TNF-R1 , il 
active la caspase 8 via la protéine FADO (tas associated death domain). Cela a 
pour effet d'engendrer la cascade des caspases et de provoquer la relâche de 
cytochrome C par les mitochondries qui conduira à l'apoptose. D'une autre part, 
l'activation du TNR-R1 provoque l'activation des voies de signalisations du 
NF-KB et des JNK conduisant à l'expression de gènes favorisants la survie 
cellulaire. 

Le NO produit par les M0s est synthétisé à partir de la L-arginine par 

l'enzyme oxide nitrique synthétase (NOS). Cet enzyme possède une forme 

exprimée de façon constitutive et une autre forme inductible (iNOS). Les M0s 

peuvent exprimer la forme inductible en réponse à plusieurs cytokines et 

composantes de parois bactériennes. Les facteurs les plus connus pour induire 

l'expression de iNOS par les M0s sont l'interféron-y (IFN-y) et le 

lipopolysaccharide (LPS) [24]. L'effet toxique du NO sur les cellules est 
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provoqué par plusieurs mécanismes. Premièrement, le NO cause une perte en 

fer chez les cellules ciblées, inactivant ainsi les enzymes contenant un noyau 

fer-souffre comme le NADH-ubiquinone oxydoréductase et le succinate­

ubiquinone oxydoréductase de la chaîne de transport d'électron mitochondriale 

[25 , 26] . Deuxièmement, le NO est capable d'induire la relâche de zinc par les 

protéines qui en contiennent, induisant ainsi la formation de ponts disulfures. La 

formation de ces ponts disulfures inhibe la liaison à l'ADN des facteurs de 

transcription de type doigt de zinc [27]. Troisièmement, le NO est capable 

d'influencer l'activité des canaux ioniques, détruisant ainsi le potentiel 

membranaire mitochondrial [28]. Plusieurs études ont rapporté un effet pro­

apoptotique du NO sur les cellules tumorales [29-32]. Cependant, de fortes 

concentrations de NO sont nécessaires pour provoquer la mort cellulaire. Le 

iNOS constitue donc la source majeure en NO pour induire l'apoptose in vivo 

des cellules tumorales [33, 34]. 

1.2.3 Cytotoxicité par contact cellule-cellule 

La cytotoxicité dépendante du contact cellule-cellule a été mise en 

évidence par le fait que la susceptibilité des cellules tumorales à l'apoptose 

induite par les M0s en coculture est en corrélation avec l'expression de la 

molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1). En effet, les cellules les plus 

résistantes à la cytotoxicité induite par les M0 sont celles qui expriment le moins 

de ICAM-1. De plus, la sensibilité des cellules cancéreuses à la cytotoxicité 

induite par les M0s est diminuée en présence d'anticorps anti-ICAM-1 [35, 36]. 

Les deux principaux effecteurs de la cytotoxicité par contact cellule-cellule 

médiée par les M0s sont deux protéines de la famille TNF, le TRAIL (TNF­

related apoptosis-inducing ligand) et le Fas ligand. Ces deux protéines 

membranaires induisent l'apoptose par un mécanisme semblable à l'apoptose 

induite par le TNF-a [37, 38] . Il a également été rapporté que l'IL-1 a 

membranaire était en mesure de provoquer la mort de cellules cancéreuses par 

contact cellules-cellules [39]. 
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1.2.4 Cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 

La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps implique la production 

d'anticorps spécifiques reconnaissant des antigènes exprimés par les cellules 

tumorales. Les M0s sont capables de reconnaître les cellules liées par des 

anticorps via leurs récepteurs Fc [40). Une fois l'anticorps lié, le M0 peut 

s'attaquer à la cellule cible par contact cellule-cellule ou en sécrétant des 

facteurs solubles comme le TNF-a et le NO [40-42] . Il peut également provoquer 

la mort de la cellule cible de façon indirecte via l'activation des protéines du 

complément [43] . Les principaux anticorps impliqués dans la cytotoxicité 

cellulaire dépendante des anticorps appartiennent à la classe des IgG [40, 44] . Il 

existe à l'heure actuelle plusieurs traitements anti-cancer impliquant l'utilisation 

d'anticorps IgG induisant une cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 

chez les cellules tumorales. Par exemple, le rituximab est un anticorps 

monoclonal de type IgG1 qui est dirigé contre le CD20, ce dernier étant exprimé 

par plus de 90% des cellules B de lymphomes non-Hodgkiniens [45]. Il fut 

démontré que l'anticorps était en mesure d'induire la destruction des cellules 

cancéreuses par les M0s et les cellules NK, ainsi que par les protéines du 

complément [46] . 



CHAPITRE 2 

RÔLE DU MACROPHAGE DANS LA PROGRESSION TUMORALE 

2.1 Macrophages associés aux tumeurs et pronostic 

Il est connu que les tumeurs solides sont infiltrées par de nombreux M0s, 

que l'on nomme Tumor-Associafed Macrophages (TAMs). Malgré le fait que les 

TAMs sont capables d'induire une réaction immunitaire anti-tumorale et 

d'éliminer les cellules cancéreuses dans certaines circonstances, principalement 

dans les cancers du colon et de l'estomac [47, 48], il semble que leur présence 

au sein de l'environnement tumorale est plutôt associée à un mauvais pronostic 

dans la majorité des cancers [49]. En effet, l'infiltration des TAMs au site tumoral 

est corrélée à un mauvais pronostic, entre autres, chez les cancers du sein , de 

la prostate, de l'endomètre, du col de l'utérus, du rein et de la vessie [50-55] . 

Les TAMs peuvent être en mesure de favoriser la progression tumorale 

via différents mécanismes, notamment, en favorisant l'angiogenèse qui est 

essentielle au développement de tumeurs de taille de plus 3 mm3 [36 , 49]. Les 

TAMs expriment également plusieurs facteurs de croissance pouvant stimuler la 

prolifération des cellules tumorales, comme l'EGF, le TGF-~ , le bFGF, le HGF et 

le PDGF (voir Tableau 2.1 )[49]. Cependant, l'influence des TAMs sur le 

pronostic s'explique principalement par le fait que la présence des TAMs en 

grande quantité est associée à un plus grand potentiel métastatique des 

tumeurs. À ce titre , les TAMs peuvent favoriser la migration et l'invasion 

tissulaire par des cellules cancéreuses en produisant des enzymes 

protéolytiques, comme des métalloprotéases, pouvant dégrader la matrice 

extracellulaire [49]. De plus, les TAMs présenteraient un phénotype incapable 

d'induire une réponse anti-tumorale efficace. Par exemple, on a observé que 
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des M0s isolés à partir de patientes atteintes de cancer ovarien étaient 

incapables d'éliminer des cellules cancéreuses in vitro par cytotoxicité 

dépendante des anticorps, contrairement aux M0s isolés à partir de patientes 

saines [56]. 

2.2 Polarisation des macrophages 

L'activation des M0s en réponse à des agents microbiens ou à des 

cytokines comme l'IFN-y est connue depuis longtemps; il s'agit de la voie 

classique d'activation des M0s [57]. Plus récemment, il fut admis que les 

molécules anti-inflammatoires comme les glucocorticoïdes et les interleukines 

(IL)-4, IL-10 et IL-13, sont plus que de simples inhibiteurs de l'activation des 

M0s mais qu 'ils induisent un programme d'activation distinct , qualifié de voie 

d'activation alternative des M0s [58]. On donne l'appellation M1 et M2 aux M0s 

activés via la voie classique ou alternative respectivement. Les M0s M 1 et M2 

possèdent des rôles opposés au niveau des réponses inflammatoires et 

immunitaires. Il est cependant important de mentionner que le concept M 1 et M2 

est une simplification de la réalité et que l'on doit considérer qu 'il existe in vivo 

un spectre de polarisation continu dont les M1 et les M2 constituent les 

extrémités [58] . 

Les M0s M 1 sont impliqués dans l'initiation de la réponse inflammatoire 

et la destruction des pathogènes. Les M0s sont polarisés vers un phénotype 

M1 en réponse à des cytokines pro-inflammatoires comme l'IFN-y, le TNF-a, 

l'IL-12 et le GM-CSF (de granulocyte-macrophage colony stimulating factor) , ou 

encore, par des molécules dérivant de pathogènes bactériens comme le LPS 

[58]. Les M0s M1 produisent de grandes quantités de cytokines inflammatoires 

comme l'IL-1 , l'IL-6, l'IL-8, l'IL-12, le GM-CSF et le TNF-a [58]. Les 

prostaglandines sont également d'importants médiateurs de l'inflammation. Les 

prostaglandines possédant une action pro-inflammatoire sont synthétisées par 
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la cyclooxygénase-2 (COX-2), qui est exprimée plus fortement chez les M1 que 

chez les M2 [58]. Les M0s M1 expriment également plus fortement l'enzyme 

iNOS, résultant en une production accrue de NO à partir de l'arginine, 

augmentant ainsi leur capacité à détruire les pathogènes [58] . La capacité des 

M0s M1 à orchestrer une réponse immunitaire efficace pour éliminer les 

pathogènes intracellulaires ou les cellules tumorales réside partiellement dans 

leur capacité à attirer et à activer les lymphocytes Th1. L'IFN-y induit la 

production des ch imiokines CXCL9 et CXCL 10 par les M0s. Ces dernières ont 

une action chimiotactique sur les lymphocytes Th1. De plus, l'expression du 

CMH de classe Il est accrue chez les M0s M1, augmentant ainsi leur capacité à 

présenter l'antigène aux cellules T [58]. Le M0 M1 présente donc plusieurs 

caractéristiques du M0 capable de s'attaquer aux cellules tumorales tel que 

présenté au premier chapitre. 

Les M0s M2 sont impliqués dans l'arrêt de la réponse inflammatoire et la 

réparation tissulaire subséquente aux dommages causés par l'inflammation. 

Les M0s sont polarisés vers un phénotype M2 en réponse à plusieurs facteurs 

anti-inflammatoires comme des hormones glucocorticoïdes ou les cytokines IL-

4, IL-10 et IL-13 [58]. Les M0s M2 sont principalement caractérisés par une 

production accrue d'IL-10 et de l'antagoniste du récepteur de l'IL-1. On observe 

également une production diminuée de cytokines pro-inflammatoires comme 

l'IL-12, l'IL-1, le TNF-a et le GM-CSF. La production de CCL22, une chimiokine 

possédant une action chimio-attractante sur les cellules Th2 et les cellules T 

régulatrices, s'ajoute aux mécanismes par lesquels les M0s M2 inhibent la 

réaction inflammatoire [58]. Par ailleurs, il a été rapporté que les cellules T 

mises en contact avec des M0s de type M2 sécrètent des niveaux élevés d'IL-4 

[59]. Les M0s M2 sont également caractérisés par une expression diminuée de 

iNOS et une augmentation de l'expression de l'arginase [58]. Ceci implique que 

l'arginine serait métabolisée de façon à produire de l'urée et de l'ornithine plutôt 

que du NO. L'ornithine est un précurseur des polyamines et de la proline. Les 

polyamines sont impliquées dans la croissance et la division cellulaire alors que 
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la proline, sous forme d'hydroxyproline, est un acide aminé essentiel à la forme 

mature du collagène [60]. De plus, les M0s M2 produisent de grandes quantités 

de fibronectine et favorisent la synthèse de fibrinogène par les fibroblastes [61]. 

Ils expriment également les « scavenger receptors» A et B nécessaires pour 

phagocyter et éliminer les débris présents aux sites inflammatoires [58]. Grâce à 

différents mécanismes, les M0s M2 sont donc en mesure d'inhiber la réponse 

inflammatoire et de favoriser la réparation tissulaire subséquente. 

2.3 Le recrutement et la polarisation des T AMs 

Les TAMs sont pour la plupart recrutés à partir des monocytes présents 

dans la circulation sanguine, la prolifération in situ des cellules immunitaires 

étant peu importante au niveau des tumeurs [62] . Les TAMs sont attirés vers la 

tumeur suite à la production de plusieurs facteurs chimiotactiques produits dans 

l'environnement tumoral. Le monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 est la 

chimiokine la plus souvent retrouvée dans les tumeurs et sa surexpression dans 

l'environnement tumoral est associée avec une augmentation de l'infiltration de 

M0s et de la croissance tumorale [63-65]. Par exemple, la surexpression de 

MCP-1 par des fibrosarcomes murins entraîne une augmentation du nombre de 

TAMs qui condu it à une croissance tumorale accrue [64]. Plusieurs autres 

molécules dérivant des tumeurs et favorisant l'infiltration de M0s ont été 

identifiées : le MCP-2 (macrophage chemotactic protein) , le MIP-1 a et le MIP-113 

(macrophage inflammatory protein) , RANTES (Regulated upon Activation, 

Normal T-cell Expressed, and Secreted) , le VEGF (Vascular endothelial growth 

factor) , le PIGF (placental growth factor) , le SDF-1 (Stromal cell-derived factor-

1) et le M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) (voir tableau 2.1 )[66-73] . 

Tel que résumé dans le Tableau 1, les hauts niveaux d'expression de la plupart 

de ces facteurs sont associés à un mauvais pronostic [74 , 75] . Il existe 

cependant quelques exceptions comme, par exemple, la thrombospondine-1 

[74]. Bien que son action anti-tumorale soit généralement attribuée à ses 

propriétés angiostatiques, il semble que son influence sur la réponse 
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immunitaire anti-tumorale ne soit pas à négliger. En effet, lorsque cette 

glycoprotéine est produite en grande quantité dans l'environnement tumoral , elle 

favorise le recrutement et la polarisation des M0s en M1 , via la liaison aux 

intégrines a6~1 exprimées par ces derniers [76] . 

Plusieurs observations portent à croire que les TAMs présentent un 

phénotype M2. Tout d'abord, les cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-~ 

sont toutes deux produites autant par les cellules cancéreuses que par les 

TAMs [77]. Cela implique que l'environnement tumoral est en mesure de 

favoriser la polarisation des M0s vers un phénotype M2. Les TAMs expriment 

également de faibles niveaux de plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme 

l'IL-12, l'IL-1 , l'IL-6 et le TNF-a et sont caractérisés par une faible production de 

NO [77, 78]. L'activation du facteur de transcription NF-K~ est nécessaire à 

l'expression de plusieurs gènes pro-inflammatoires. Chez les TAMs, les facteurs 

pro-inflammatoires comme le LPS ou le TNF-a sont incapables d'induire 

l'expression de ces cytokines pro-inflammatoires qui sont normalement sous la 

régulation de NF-K~ [78]. En somme, au niveau de la cytotoxicité et de 

l'expression de cytokines inflammatoires, les T AMs présentent des 

caractéristiques semblables aux M0s M2. 

2.4 Rôle des TAMs dans l'angiogenèse 

Dans les tumeurs, les TAMs s'accumulent principalement dans les zones 

pauvrement vascularisées et autour des vaisseaux sanguins [53, 79 , 80]. 

Plusieurs études cliniques ont montré qu 'une grande charge de TAMs dans ces 

zones favorisait une augmentation de la densité de la vascularisation et un 

mauvais pronostic [81-85]. En réponse à l'hypoxie et à d'autres signaux 

présents dans l'environnement tumoral, les TAMs expriment une grande variété 

de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, la thymidine phosphorylase et 

«/'urokinase p/asminogen activator» [86-89]. L'expression de ces facteurs par 

les TAMs est également corrélée à un mauvais pronostic, mettant ainsi en 
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évidence le rôle pro-angiogénique des T AMs dans la progression tumorale. Les 

modèles de tumeurs chez la souris ont permis de démontrer l'importance des 

TAMs dans l'angiogenèse tumorale. Par exemple, lors d'un croisement entre 

des souris qui développent spontanément des tumeurs mammaires, les MMTV­

PyMT, avec des souris qui n'expriment pas le M-CSF, ce dernier étant essentiel 

à la différenciation et à la survie des M0s, on observe non seulement une 

diminution de l'infiltration de TAMs au sein des tumeurs, mais également une 

réduction du développement de tumeurs ainsi qu'une diminution de métastases 

pulmonaires comparativement aux souris MMTV-PyMT de type sauvage qui 

expriment le M-CSF [71]. Conséquemment, une surexpression du M-CSF chez 

les souris MMTV-PyMT favorise la progression tumorale et l'infiltration des 

TAMs. Les auteurs ont démontré que les TAMs initiaient l'angiogenèse juste 

avant la transition des lésions pré-invasives en tumeurs malignes [90]. D'autres 

études ont également démontré que l'invasion de TAMs et la vascularisation au 

sein des tumeurs étaient diminuées lorsque l'expression du M-CSF ou de son 

récepteur était inhibée par des siRNA [91]. D'autres modèles de tumeurs 

murines ont montré que les TAMs infiltraient les lésions tumorales à un stade 

précoce et produisaient des facteurs pro-angiogéniques favorisant la formation 

de nouveaux vaisseaux sanguins [92]. Dans un modèle murin qui développe 

spontanément des carcinomes épithéliaux squameux chez les souris K14-

HPV16, les TAMs produisent la métalloprotéase-9 (MMP-9) , un enzyme qui est 

principalement impliqué dans la dégradation de la matrice extracellulaire et qui 

possède un potentiel pro-angiogénique [92]. Un croisement avec des souris 

déficientes en MMP-9 résulte en une diminution de l'angiogenèse et provoque 

un retard dans le développement de carcinomes invasifs [92]. Cependant, une 

transplantation de mœlle osseuse provenant de souris K14-HPV16 de type 

sauvage rétablit la progression tumorale au niveau du contrôle de type sauvage 

[92] . Les TAMs et les neutrophiles ont également été identifiés comme la source 

principale de MMP-9, de VEGF et de quelques autres facteurs pro­

angiogéniques dans un modèle de cancer pancréatique [93, 94]. De 
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nombreuses études s'accordent donc sur le fait que les TAMs favorisent 

l'angiogenèse au sein des tumeurs et participent ainsi à la progression tumorale. 

2.5 Rôle des TAMs dans l'invasion et la formation de métastases 

De nombreuses publications soulignent l'importance de l'implication des 

TAMs dans le processus métastasique des tumeurs localisées. Pour plusieurs 

types de tumeurs, un niveau élevé de TAMs est associé à la formation de 

métastases, autant au niveau des nodules lymphatiques que dans des sites plus 

éloignés [51 , 53]. Les modèles murins ont été en mesure de confirmer l'effet 

pro-métastasique des TAMs. Il y a plus de 20 ans, Gorelik et al. ont obseNé que 

la présence de M0s favorisait la formation de tumeurs pulmonaires suite à 

l'injection de cellules tumorales de souris [95]. Comme mentionné plus tôt, les 

TAMs favorisent la formation de métastases pulmonaires chez la souris MMTV­

PyMT [71] . Des études subséquentes sur le même modèle ont ensuite montré 

que l'inhibition de l'infiltration de M0s par des anticorps neutralisants, dirigés 

contre des facteurs chimioattractants des monocytes, diminue la formation de 

métastases [96]. D'autres équipes de recherche ont démontré que la présence 

de M0s aux sites métastasiques favorise l'établissement de tumeurs 

secondaires [97, 98]. 

Plusieurs expériences réalisées in vitro et in vivo indiquent que la 

migration des cellules tumorales vers la circulation sanguine ou lymphatique 

nécessite leur interaction avec les TAMs. Il a été rapporté que la sécrétion de 

facteur de croissance épidermal (EGF) par les TAMs et la sécrétion de M-CSF 

par les cellules tumorales formaient une boucle d'amplification stimulant la 

migration autant des cellules tumorales que des TAMs [99 , 100]. Des études 

réalisées in vivo ont par la suite montré que les métastases se forment plus 

souvent lorsque l'on obseNe une co-localisation des cellules tumorales et des 

TAMs [101]. Une autre molécule importante produite par les M0s et qui favorise 

l'invasion des cellules tumorales est le TNF-a. Malgré le fait que ce dernier 
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possède un certain potentiel anti-tumoral en raison de son action cytotoxique, il 

a été rapporté qu 'il pouvait favoriser l'invasion de cellules de cancer du sein et 

de cancer ovarien en induisant la production de MMP-2 et de MMP-9 [102 , 103]. 

La production de MMP-9 par les TAMs en réponse au VEGF a également été 

associée à la formation de métastases dans un modèle de cancer du poumon 

[104]. " a aussi été démontré que l'expression de MMP-7 par les TAMs est 

augmentée dans les régions hypoxiques des tumeurs [105]. La présence de 

MMP-7 peut favoriser la motilité et l'invasion des cellules cancéreuses de 

manière indirecte. En effet, MMP-7 convertit une protéine appelée l'activateur du 

récepteur de NF-K~ (RANKL, Receptor Activator for Nuclear Factor Kf3 Ligand) 

dans sa forme active. En conséquence, l'activation de NF-K~ par RANKL 

favorise la formation de métastases [106]. Ainsi , l'expression de MMP-7 par les 

TAMs condu it à une augmentation de la présence de RANKL actif, favorisant la 

motilité des cellules cancéreuses et la formation de métastases [107] . 

2.6 Rôle des TAMs dans l'immunosuppression 

Plusieurs données expérimentales suggèrent que les TAMs jouent un 

rôle immunosuppresseur. Sous l'influence de plusieurs facteurs dérivés de la 

tumeur, les TAMs perdent leur capacité à présenter les antigènes tumoraux et à 

stimuler les fonctions anti-tumorales des lymphocytes T et des cellules NK [58, 

77, 108, 109]. La modulation de la réponse immunitaire anti-tumorale par les 

TAMs est médiée par l'expression de cytokines , de chimiokines et d'enzymes 

qui influencent les fonctions des cellules présentatrices d'antigènes et des 

lymphocytes B et T. La production d'IL-10 par les TAMs prévient la production 

de la cytokine pro-inflammatoire IL-12, privant ainsi les lymphocytes T naïfs d'un 

facteur de différenciation essentiel pour induire la production de cytokines 

cytotoxiques comme l'IFN-y [78]. L'IL-10 produite par les TAMs peut aussi 

prévenir la maturation des cellules dendritiques anti-tumorales puisque de l'IL-

10 ajoutée aux monocytes en culture inhibe leur différenciation en cellules 
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dendritiques et favorisent leur différenciation en M0 [110]. Parmi les enzymes 

exprimés par les TAMs, l'arginase 1 est celui qui contribue le plus à 

l'immunosuppression en consommant l'acide aminé L-arginine présent dans 

l'environnement tumoral. L'absence de L-arginine entraîne une altération de 

l'expression du récepteur des cellules T (appelé TCR) et de sa capacité à 

induire une signalisation , entraînant une insensibilité des cellules T CD4+ et 

CD8+ à l'activation par des anticorps anti-CD3 ou par le PMA [111-116]. Une 

autre étude a montré qu'avant d'être rendues insensibles, les cellules T, de 

concert avec les cellules tumorales, peuvent également contribuer à l'activité 

immunosuppressive des M0s en activant et en recrutant préférentiellement des 

monocytes exprimant l'arginase 1 [117]. 

Il est important de noter que la plupart des études réalisées sur la 

régulation de la réponse immunitaire par les TAMs ont été menées chez la 

souris. Cependant, des études réalisées sur des M0s humains ont mis en 

évidence certains mécanismes spécifiques à l'espèce humaine. Par exemple, 

des M0s isolés de patientes atteintes du cancer des ovaires suppriment la 

réponse des cellu les T, mais cet effet n'est pas médié par l'activité de l'arginase 

[118]. L'immunosuppression est plutôt médiée par l'expression de la protéine 

87-H4 par les M0s en réponse à l'IL-10. Dans les tumeurs ovariennes 

humaines, l'augmentation de l'expression de la protéine B7-H4 par les M0s est 

associée à un plus grand nombre de cellules T régulatrices (Treg) et prédit 

négativement les chances de survie des patientes [119] . De plus, la co-culture 

de TAMs avec des cellules Treg augmente la sécrétion d'IL-10 et d'IL-6 par les 

T AMs, ce qui stimule l'expression de la protéine B7 -H4 de manière autocrine 

[119]. Les M0s présents dans le fluide ascitique des ovaires expriment 

également du CCL22, une chimiokine possédant une action chimiotactique sur 

les cellules Treg [120] . En résumé, les TAMs recrutent préférentiellement au 

sein du micro environnement tumoral des cellules T dépourvues de fonctions 

anti-tumorales favorisant ainsi la tolérance de la tumeur par le système 

immunitaire. 



TABLEAU 2.1 

Facteurs présents dans l'environnement tumoral 

Cytokine Effet sur les cellules Mécanisme Effet sur les cellules Origine Réf. 
tumorales immunitaires 

bFGF Augmentation de la densité Facteur de Recrutement des M0 Cellules [121 ] 
des microvaisseaux; croissance tumoral endothéliales, 
Chimioattractant pour les Cellules 
monocytes; Métastases; tumorales 
Croissance tumorale et épithéliales, M0, 
invasion ; Néoangiogénèse cellules T 

CClS Varie selon le modèle , Recrutement de Infiltration de cellules T Cellules [122, 

(RANTES) Amélioration du taux de leucocytes CD8+ et recrutement de tumorales 123] 
survie ou augmentation de monocytes 
la croissance tumorale 

CCl22 Encourage la résistance à Attraction des Recrutement des cellules TAMs et cellules [120] 

(MDC) l'immunité et prédit une cellules Treg Treg et inhibe l'infiltration tumorales 
diminution du taux de de cellules T 
survie cytotoxiques 

CXCl9 Inhibe la croissance Induction d'une Recrutement des cellules M0 [124] 
(MIG) tumorale réponse immunitaire T, des neutrophiles et 

anti-tumorale , des M0 
angiostatique 

(J) 



CXCL 10 Inhibe la croissance Induction d'une Recrutement des cellules M0 [124, 
(IP-10) tumorale réponse immunitaire T, des neutrophiles et 125] 

anti-tumorale, des M0 
angiostatique 

GM-CSF Favorise l'immunité anti- Augmente la capacité Stimule la prolifération et M0, cellules T [126] 
tumorale ; Améliore des M0 et des la différenciation des M0 
l'efficacité des traitements cellules dendritiques et des cellules 
immunologique contre le à activer les cellules dendritiques 
cancer TCD8+ 

IL-1 ~ Augmentation de la densité Augmentation de la Maturation et M0, cellules [127] 
des microvaisseaux, production de mobilisation des cellules stromales, 
Chimioattractant pour les chimiokines dendritiques tissulaires cellules tumorales 
monocytes, favorise les vers les nodules 
métastases lymphatiques 

IL-4 Augmentation de la Favorise la réponse Polarisation des cellules Cellules T, [128] 
croissance tumorale, Th2 , protège les T CD4+ en Th2 et des basophiles, 
métastases cellules tumorales M0 en M2 mastocytes 

1 

contre l'apoptose 
! 

IL-6 Stimulation de la Facteur de Inhibition de la Cellules [129] 
croissance tumorale croissance tumoral différentiation et de la tumorales , M0 

maturation des cellules 
dendritiques 

------

-...J 



IL-8 Favorise l'invasion des inconnu Rétention des cellules M0 et cellules [130-
cellules tumorales; dendritiques au sein de tumorales 132] 
Métastases; Angiogénèse la tumeur 

IL-10 Favorise la croissance Inhibe la réponse Inhibe la maturation des M0 et cellules [78, 
tumorale immunitaire anti- cellules dendritiques, tumorales 110] 

tumorale Induit un phénotype M2 
chez les M0 

IL-12 Diminue la densité des Favorise la réponse Activation des M0 et des M0 et cellules [133, 
microvaisseaux; inhibe la immunitaire de type cellules dendritiques dendritiques 134] 
croissance tumorale Th1 

IL-13 Stimulation de la Augmente la Inhibe la production de Cellules T, [135-
croissance tumorale ; résistance à cytokines inflammatoires cellules 137] 
métastases l'apoptose, inhibe la par les M0, inhibe la dendritiques, 

réponse immunitaite réponse des cellules T cellules NK 
anti-tumorale cytotoxiques 

M-CSF Favorise la survie et Recrutement et Inhibition de la M0, monocytes, [71, 
l'invasion des cellules prolifération des différentiation et de la fibroblastes, 138, 
tumorales TAMs maturation des cellules cellules tumorales 139] 

dendritiques, Active la 
différentiation des 
monocytes en M0 

PDGF Augmente la prolifération Facteur de Recrutement de M0 M0, cellules [140, 
des cellules cancéreuses; croissance, induit la endothéliales, 141 ] 
angiogénèse prolifération et la cellules tumorales 

migration des cellules 
endothéliales co 

--~ 



TGF-~ Favorise l'invasion des Induit une transition Inhibe la prolifération des MO, Cellules [142] 
cellules cancéreuses et la mésenchymale (les cellules T et des cellules tumorales 
formation de métastases cellules épithéliales NK, Favorise l'infiltration 

adoptent un des MO 
phénotype 
fibroblastique invasif) 

VEGF Croissance tumorale , Facteur de Chimioattractant pour les MO, cellules [143, 
angiogénèse, métastase croissance pour les MO myéloides, 144] 

cellules cellules tumorales 
endothéliales, 
fortement 
angiogénique 

Enzyme 

ARG1 Augmentation de la Formation de Altération de la fonction Cellules [145-
prolifération et de la polyamines, des cellules T myéloides, 147] 
néovascu larisation augmentation de la cytotoxiques, inhibition cellules tumorales 

synthèse protéique de la prolifération des 
cellules T 

COX2 Favorise la croissance Augmentation de la Anergie des cellules T MO, Cellules [148-
tumorale , la vascularisation PGE2, induit la tumorales 150] 
et l'invasivité production de VEGF 

<D 



CHAPITRE 3 

LE CANCER DE LA VESSIE 

3.1 Cancer de la vessie et TAMs 

Le cancer de la vessie est l'un des plus importants cancer génito-urinaire 

et la tro isième cause de décès chez les patients atteints de cancer génito­

urinaire [151]. Plus de 90% des cancers de la vessie sont des carcinomes 

épithéliaux transitionnels, 5% sont des carcinomes des cellules squameuses et 

moins de 2% sont des adénocarcinomes. De tous les nouveaux cas de 

carcinomes transitionnels diagnostiqués, environ 70% sont superficiels. 

Cependant , de 50 à 70 % de ces tumeurs superficielles seront récurrentes une 

fois traitées et de 10 à 20% progresseront vers la couche musculaire 

augmentant le risque de développer un cancer invasif avec métastases [152] . Il 

est très difficile de prédire quelles tumeurs superficielles évolueront vers un 

cancer invasif. À cette fin , le décompte des TAMs infiltrants la tumeur pourrait 

s'avérer une méthode utile pour prédire l'évolution clinique des tumeurs de la 

vessie ou le pronostic. Une étude menée par Hanada et al. [51] a montré que la 

densité des T AMs est plus élevée dans les tumeurs invasives que dans les 

tumeurs superficielles et que les TAMs infiltraient les tumeurs invasives plus 

profondément que les tumeurs superficielles. De plus , ils ont mis en évidence 

une corrélation positive entre le décompte des TAMs et la densité de la 

vascularisation tumorale . Finalement, les patients avec un décompte élevé de 

TAMs présentent un pronostic défavorable. Ces obseNations mettent en 

évidence l'importance du rôle des M0s dans la progression du cancer de la 

vessie. 



21 

3.2 Traitement au bacille de Calmette-Guérin 

Le cancer de la vessie est un modèle intéressant pour étudier l'influence 

des M0s sur la progression tumorale , non seulement parce qu'il a été démontré 

que les M0s sont impliqués dans la progression du cancer de la vessie [51 ], 

mais également parce qu 'il existe un traitement immunologique très efficace 

pour traiter les patients atteints par ce type de cancer. En fait , le cancer de la 

vessie est le seul cancer pour lequel il existe un traitement immunologique bien 

établi. Il s'agit de la thérapie au bacille de Calmette-Guérin (BCG) . Le traitement 

consiste à inoculer le BCG dans la vessie des patients, ce qui aura pour effet de 

stimuler le système immunitaire de façon à ce qu 'il soit en mesure d'éliminer la 

tumeur. Le taux de réponse complète au traitement au BCG est de 70 à 75% et 

le taux de rémission à 5 ans est de 70% [153]. Le BCG provoque une 

inflammation locale de la paroi de la vessie et son effet thérapeutique dépend 

d'un système immunitaire fonctionnant normalement. La réponse immunitaire 

est médiée via la sécrétion de cytokines associée à la réponse Th1 , notamment 

par l'IFN-y et l'IL-12, mais aucune mémoire immunitaire anti-tumorale n'est 

détectée, ce qui suppose que la réponse implique principalement l'immunité 

innée [154]. Cependant, il a été démontré que les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ sont tous deux nécessaires à l'élimination des tumeurs suite au traitement 

au BCG [154] , ce qui suppose que la génération lymphocytes T réactifs contre 

des antigènes du BCG est important pour la réponse anti-tumorale. 

3.3 Implication des M0s dans le traitement au BCG 

Les M0s jouent un rôle crucial dans la réponse immunitaire induite par le 

BCG. En effet, la présence des M0s est essentielle pour induire la production 

d'IFN-y par les lymphocytes CD4+ et CD8+. Il a été démontré que les M0s et 

les cellules dendritiques produisent de l'IL-12 suite au contact avec le BCG. 

L'IL-12 ainsi produit est nécessaire pour induire l'activation subséquente des 
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cellules T CD8+ cytotoxiques et engendrer une réponse immunitaire efficace 

[155]. Cependant, malgré la capacité des M0s à initier la réaction immunitaire 

qui éliminera les tumeurs suite au traitement au BCG, l'infiltration importante de 

T AMs au sein de la tumeur avant le traitement est plutôt corrélée à un mauvais 

pronostic [156] . Comme mentionné précédemment, les M0s peuvent être 

polarisés en un phénotype pro-inflammatoire (M1) ou anti -inflammatoire (M2). 

Lorsque stimulé par le BCG, le M0 adopte un phénotype M1 et sécrète des 

cytokines pro-inflammatoires, dont l'IL-12 [157]. Dans bien des cas , il en 

résultera une réponse inflammatoire aiguë qui aboutira à l'élimination de la 

tumeur. Cependant, cette réponse ne semble pas pouvoir prendre place lorsque 

la tumeur est déjà fortement infiltrée par des M0s. Une étude menée par 

Takayama et al. a montré que l'infiltration de TAMs au sein de la masse 

tumorale était associée à un taux de récurrence accru suite au traitement avec 

le BCG et à un mauvais pronostic [156]. Ces observations sont conséquentes 

avec l'hypothèse selon laquelle les T AMs sont des M0s M2. La présence de 

nombreux TAMs créerait donc un environnement immunosuppresseur 

empêchant une réponse immunitaire efficace de s'installer, protégeant ainsi la 

tumeur du traitement au BCG. 



CHAPITRE 4 

PROJET DE RECHERCHE 

4.1 Problématique et hypothèses 

On sait maintenant que les TAMs jouent un rôle important dans la 

progression du cancer de la vessie et que leur présence en grand nombre au 

sein de l'environnement tumoral est associé à un mauvais pronostic [51]. À la 

lumière de plusieurs études qui démontrent que les TAMs possèdent une action 

immunosuppressive et pro-angiogénique, il est généralement admis qu 'ils 

présentent une polarisation de type M2 [58, 77, 83, 105, 106]. Les M0s de type 

M1 , quant à eux, sont considérés comme étant anti-tumoraux puisqu 'ils sont 

capables de s'attaquer aux cellules tumorales [36] . Cependant, de nombreux 

facteurs pro-inflammatoires produits par les M0s M1, comme le TNF-a et l'IL-

113, sont connus pour être surexprimés dans plusieurs cancers et pour favoriser 

la progression tumorale [102, 103, 127]. Bien qu 'il soit bien connu que les M0s 

sont impliqués dans la progression du cancer de la vessie, à notre 

connaissance, aucune étude n'a été réalisée concernant l'influence des M0s 

polarisés sur le comportement des cellules du cancer de la vessie. Nous 

proposons donc que les M0s polarisés en phénotype M2 peuvent influencer le 

comportement des cellules tumorales de la vessie de façon à favoriser la 

progression tumorale. De plus, nous suggérons que certains facteurs solubles 

produits par les M0s M1 sont en mesure de favoriser la progression tumorale . 

Comme la progression tumorale comprend la croissance tumorale et la capacité 

invasive des cellules cancéreuses leur permettant de former des métastases, 

nous étudierons l'effet des M0s polarisés sur la prolifération et l'invasivité de 

cellules de cancer de la vessie. 
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4.2 Objectifs et méthodologie 

Objectifs: 

1. Induire et caractériser la polarisation des M0s en M1 et M2 

2. Déterminer l'influence des M0s M1 et M2 sur la prolifération des cellules 

T24 

3. Déterminer l'influence des M0s M1 et M2 sur l'invasion des cellules T24 

4. Identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la modulation de 

la prolifération et de l'invasion des cellules T24 par les M0s M1 et M2 

Pour réaliser ces objectifs, nous avons d'abord isolé des monocytes 

sanguins par centrifugation sur Ficoll suivi d'une adhésion en plaque [158]. Les 

monocytes ainsi isolés ont été différentiés en M0s par une stimulation avec le 

M-CSF [159]. Les M0s ont ensuite étés polarisés en phénotypes M1 et M2 en 

les stimulant avec de l'IFN-y et du LPS (M1) ou avec de l'IL-4 et de l'IL-10 (M2) 

[58]. La caractérisation des M0s polarisés a été effectuée par RT-PCR et par 

cytométrie de flux. Les cellules T24 ont été utilisées comme modèle de cellules 

cancéreuses de la vessie. Cette lignée provient d'un carcinome épithélial 

transitionnel superficiel de la vessie. Il s'agit d'un modèle idéal puisqu'il 

représente la grande majorité des cancers de la vessie et comme un cancer de 

ce stade n'est pas invasif, il est possible déterminer si les M0s sont en mesure 

de le rendre invasif. Les M0s et les facteurs solubles qu'ils sécrètent ont été 

utilisés pour stimuler les cellules T24 afin d'évaluer leurs effets sur la 

prolifération et l'invasion des cellules T24. Pour évaluer l'effet des M0s 

polarisés su r la prolifération des cellules T24, nous avons utilisé le test au sel de 

tetrazolium (MD). La molécule de MTT est réduite par la succinate 

déshydrogénase mitochondriale en formazan , ce dernier formant un précipité 

violet. La quantité de précipité formé étant proportionnel au nombre de cellules 

vivantes. L'induction de l'apoptose a été évaluée par la détection de la 

caspase-3 clivée par immunobuvardage de type Western . La capacité invasive 
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des cellules T24 a été évaluée avec un test d'invasion à travers une matrice 

extracellulaire artificielle (Figure 4.1). L'évaluation de l'activité des voies de 

signalisation a été réalisée par la détection des protéines de signalisation 

phosphorylées à l'aide d'un anticorps spécifique par immunobuvardage de type 

Western. Toutes ces méthodes sont expliquées en détail dans l'article 

scientifique qui suit . 

Cellules T24 

Milieu de culture ----+-

M0 

Matrigel 

Membrane de 
polycarbonate 

Figure 4.1 : Test d'invasion. Le test d'invasion consiste à déposer les cellules 
T24 sur une matrice extracellulaire artificielle (Matrigel) qui elle-même repose 
sur une membrane de polycarbonate perméable aux facteurs solubles. Le puit 
contenant les cellules T24 et le matrigel est inséré dans un puit contenant les 
M0s, permettant ainsi aux facteurs solubles produits par les M0s de diffuser à 
travers la membrane de polycarbonate de façon à influencer la capacité invasive 
des cellules T24. L'invasité des cellules T24 est mesuré en comptant les cellules 
qui sont parvenues à migrer à travers le matrigel jusqu'à la membrane. 



CHAPITRE 5 

CORPS DU TRAVAIL 

5.1 Résumé de l'article 

Contexte: Les macrophages (M0s) associés aux tumeurs (TAMS) sont 

potentiellement impliqués dans la croissance tumorale , la formation de 

métastases et la suppression de la réponse anti-tumorale dans plusieurs types 

de cancers. Les M0s constituent une partie importante des cellules stromales 

infiltrant les cancers de la vessie. Cependant , la contribution des TAMs dans la 

régulation de la survie et de l'invasion des cellules tumorales vésicales et les 

mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas encore complètement élucidés. 

Méthodes : Des M0s issus de monocytes sanguins humains ont été 

polarisés en phénotypes M1 ou M2. Les milieux conditionnés et les cellules ont 

été utilisés pour étudier les interactions paracrines et le contact cellule-cellule 

avec les cellules de cancer de la vessie T24. La viabilité des cellules a été 

analysée par test MTT et par analyse microscopique. L'expression génique a 

été analysée par RT-PCR. La signalisation cellulaire et le clivage de la 

caspase-3 ont été analysés par immunobuvardage Western. L'invasion 

cellulaire a été évaluée en mesurant la migration des cellules à travers une 

matrice cellulaire artificielle. 

Résultats : L'expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a est 

induite chez les M0s M1 alors que l'expression de la cytokine anti-inflammatoire 

IL-10 est induite chez les M0s M2. L'étude des contacts cellules-cellules a 

montré que le nombre de cellules viables augmentait dans les cocultures 

T24/M2 et diminuait dans les cocultures T24/M2 par rapport aux T24 seules. 
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Les facteurs solubles produits par les M1 inhibent la croissance des T24 mais 

n'induisent pas d'apoptose caspase-3-dépendante. Les facteurs solubles 

produits par les M2 ont la capacité de supprimer l'effet inhibiteur des facteurs 

solubles des M1 sur la croissance des T24. La présence d'IL-10 exogène 

renverse l'effet inhibiteur sur la croissance dans les cocultures T24/M1 . Des 

analyses plus poussées ont révélé que les facteurs solubles produits par les M1 

induisent la transcription du gène du TNF-a, favorisent l'invasion cellulaire et 

augmentent l'activité de la voie de signalisation de la phosphoinositide 3-kinase 

(PI 3-k)/Akt chez les cellules T24. L'inhibition de la voie PI 3-k/Akt ou le blocage 

du récepteur du TNF-a chez les T24 diminue l'invasivité cellulaire mais n'affecte 

pas la prolifération ou la viabil ité des cellules tumorales. Les facteurs solubles 

produits par les M2 envoient des signaux de survie/prolifération aux cellules T24 

et ces signaux dépendent des voies de signalisation PI 3-k/Akt et p38 MAP 

kinase. 

Conclusion: Nos résultats suggèrent que les M0s polarisés peuvent 

réguler la croissance et l'invasion des cellules tumorales de la vessie . 
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Abstract 

Background: Intratumoral macrophages are potentially involved in tumor 

growth, metastasis, and suppression of anti-tumoral immune responses in 

several types of cancer diseases. Macrophages constitute a major inflammatory 

component of the stroma of human bladder carcinoma. However, the relative 

contribution of infi ltrating macrophages in the regu lation of bladder tumor cell 

survival and invasion and the molecular mechanisms concerned are yet to be 

completely elucidated. 

Methods: Monocyte-derived macrophages were polarized into M 1 or M2 

subtypes and conditioned media and cells were used to study cell-to-cell and 

paracrine interactions with bladder carcinoma T24 cells. Cell viability was 

analyzed via MTT cytotoxicity assays and microscopy analysis. Gene 

expression was assessed by RT-PCR. Cell signaling and caspase-3 cleavage 

was monitored via western blot analysis. Transwell assays were performed to 

evaluate cell invasion. 

Results: Gene expression of the pro-inflammatory cytokine TNFa is 

preferentially induced in M1 cells, whereas gene expression of the anti­

inflammatory cytokine IL-10 is preferentially induced in M2 cells. Cell-to-cell 

studies indicated that the number of viable cells were considerable higher in T24 

cell/M2 cell cocultures but lower in T24 cell/M 1 cell cocultures when compared 

to cultures of T24 cells alone. M1-derived factors inhibit T24 cell growth but fail 

to induce caspase-3-mediated apoptosis. M2-derived factors, in contrast, have 

the ability to suppress the inhibitory effect of M1-derived factors on T24 cell 

growth. Exogenous IL-10 reverse M1 cell-mediated arrest growth in T24 cell/M1 

cell cocultures. Further analysis shows that M 1- but not M2-derived factors 

induce the gene transcription of TNFD, promote cellular invasiveness and 

increase phosphoinositide 3-kinase (PI 3-K)/Akt signaling pathway activity in 

T24 cells . Inhibition of PI 3-K activation in tumor cells or blockade of TNFa 

receptor in tumor cells and M 1 cells decreases cellu lar invasiveness but does 

not affect tumor cell proliferation or viability. M2-derived factors provide 
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survival/proliferation signais to T24 cells, in a p38 MAP kinase- and PI 3-KlAkt­

dependent manner. 

Conclusion: Altogether, our results strongly suggest that polarized M0s can 

regulate bladder tumor cell survival and invasion , and support the idea that 

tumor-stroma interactions can influence the progression of superficial bladder 

cancer to more aggressive tumors in vivo. 

Background 

The micro-environment of a solid tumor is not only composed of tumor cells; 

rather, it also comprises a range of stromal cells including fibroblasts and 

inflammatory cells. An important inflammatory cell type commonly found at the 

stroma-tumor interface is macrophages (M0s) , which are referred as tumor­

associated macrophages (TAMs) [160]. Activated M0s can be classified into 

either M1 or M2 subtypes, according to the Th1/Th2 dichotomy of polarized 

immune responses [58, 161]. Classically activated M1 cells , which are 

essentially pro-inflammatory, are generated in response to IFN-y and the 

microbial agent LPS and trigger the release of high levels of interleukin (IL)-12 

but not IL-10 [160, 161]. M1 cells are thought to play a key role in the phagocytic 

killing of microbes and the initiation of humoral and anti-tumoral immunity [58]. 

M1 cells also have the intrinsic ability to kill tumor cells by the release of various 

agents such as tumor necrosis factor-a (TNF-a). Type Il cytokines such as IL-4, 

IL-10 and IL-13 induce an alternative activation program in M0s [108, 160], 

resulting in the M2 cell subpopulation. M2 cells produce higher levels of anti­

inflammatory factors such as IL-10 but release less IL-12 and TNF-a. They are 

thought to play a primary role in the resolution of inflammation and the 

coordination of tissue repair after acute inflammatory reaction. 

Polarized M0s are characterized by their plasticity [162, 163], and as 

observed in the development of cancer and chronic inflammatory diseases [75, 

164], their normal function could be subverted under the influence of 

environmental activating factors. TAMs have thus been shown to display an 

ambivalent role in the regulation of tumor growth and metastasis [36, 75]. The 
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presence of T AMs is associated with poor prognosis in patients with bladder, 

kidney, prostate, breast , and endometrial cancers [75]. In these cancer 

diseases, TAMs are believed to adopt an M2-like phenotype, which is oriented 

towards suppressing adaptive immunity and promoting tumour growth , invasion , 

angiogenesis, and metastasis [58, 160, 164, 165]. Exceptionally, in patients with 

stomach and colon cancer, it is reported that TAM infiltration is associated with a 

good prognosis suggesting that they may exhibit a M1 phenotype in such cancer 

diseases [75]. 

Transitional cell carcinoma (TCC) of the bladder is one of the most common 

malignancies affecting the genitourinary tract and the third leading cause of 

death among people with genitourinary tumors [151]. Most bladder cancers 

occur within the transitional epithelial layer of the bladder (urothelium) , which 

tend to recur but are generally not life threatening. However, more aggressive 

tumors can also develop: bladder carcinoma in situ (CIS) is associated with a 

high risk of death from distant metastases [151]. In selected patients with 

superficial TCC, the risk of local recurrence is reduced by :::: 60% with 

intravesical applications of the immunomodulator Bacillus Calmette-Guerin 

(BCG) , and can lead to 5-year survival rates of :::: 90% in cancer patients with 

unifocal disease [153]. Despite this elevated response rate, as many as 20% of 

patients will ultimately die of metastatic disease, and a significant proportion will 

develop both intravesical and extravesical recurrences [166] . The progression of 

human bladder TCC and the response to BCG immunotherapy is highly 

influenced by the host immune response [167], the balance of Th1/Th2 

cytokines [168] and the host inflammatory cells that infi ltrate the tumor 

microenvironment [169]. An early study by Hanada et al. reported that increased 

M0 infiltration in human bladder TCC is associated with the presence of tumors 

with high survival and invasive capacities [51]. Recent clinical data indicates that 

patients with a high level of infiltration of bladder tumors by TAMs are less 

responsive to BCG immunotherapy [169], and that increased infiltration of CIS of 

the bladder with T AMs after intravesical BCG therapy is associated with a poor 

prognosis [156] . From these observations, it appears that the level of bladder 
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tumor infiltration by TAMs prior to and after BCG treatment might have a major 

impact on the outcome of such immunological therapy. However, despite the 

potential involvement of TAMs in tumor progression and metastasis in several 

types of cancer diseases, the influence of infiltrating M0s in bladder tumor cell 

survival and invasiveness remains elusive. 

ln this study, we found that M 1 and M2 cells differentially regulate different 

aspects of bladder tumor cell biology. M 1 cells decrease cell proliferation, 

increase cellular invasiveness, enhance gene expression of pro-inflammatory 

factors and activate pro-inflammatory and pro-survival signaling pathways. In 

contrast , M2 cells increase tumor cell growth and survival and can protect 

bladder tumor cells against the cytotoxic effect of M 1 cells. Based on these 

observations, we suggest that similar functional interactions between tumor cells 

and M0s can take place in vivo and influence cell survival and invasion during 

bladder tumor progression . 

Methods 

Materials 

Ali cell culture media, serum and cell culture reagents were from Wisent. The 

cytokines macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) , interleukin (IL)-4, IL-

10 and interferon (IFN)-y were purchased from Peprotech . The neutralizing anti­

TNF-R1 Abs, the primary monoclonal Abs anti-CD14 and anti-CD16 and the 

irrelevant IgG1 Abs were from R&D Systems. Human IgG and goat anti-mouse 

FITC-conjugated IgG were from Jackson ImmunoResearch Laboratories. The 

rabbit monoclonal Abs directed against Akt, phospho-Akt, p38, and phospho­

p38 were purchased from Cell Signaling. The HRP-conjugated goat anti-rabbit 

IgG were from Bio-Rad Laboratories. The PI 3-K inhibitor L Y294002 and the p38 

MAP kinase inhibitor SB203580 were from Calbiochem. Lipopolysaccharide 

(LPS) , methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) reagent and ail 

electrophoresis grade chemicals were from Sigma Chemical Company. Trizol 

reagent and PCR primers were from Invitrogen. Taq DNA polymerase and M­

ML V reverse transcriptase were from New England Biolabs. 
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Monocytes extraction and differentiation to macrophages. 

Human blood donations were from the haemato-oncologic service of the 

Centre Hospitalier Régional de Trois-Rivières (CHRTR, Trois-Rivières, PO, 

Canada). Monocyte cells were isolated as previously described [158]. Briefly, 

adherent mononuclear cells were recovered using Lymphocyte Separation 

Medium (Ficoll) and cultured for 5 days to induce M0 differentiation in the 

presence of 10 ng/ml M-CSF. At day one, the purity of monocyte-derived M0s 

was approximately 96% as assessed by the detection of CD 14 by flow 

cytometry as described[158]. 

Preparation of polarized MlJs and conditioned media. 

Five days M-CSF-induced M0s were gently washed and cultured in serum­

free culture media in the absence of cytokines to obtain control M0s (MO cells). 

M1-polarization of M0s (M1 ce Ils) was induced with 100 ng/ml LPS and 25 U/ml 

IFN-y. To induce M2-polarization (M2 cells) , cells were cultured in serum-free 

culture media supplemented with 20 ng/ml IL-4 and 20 ng/ml IL-10. To validate 

M1 and M2 polarization , cells were collected after a 6-h stimulation period to 

evaluate specifie gene expression by RT-PCR analysis [158] and after a 48-h 

stimulation period to evaluate the expression level of specifie cell-surface 

antigens by flow cytometry analysis [158, 170]. Cell-free conditioned media (CM) 

were collected from 2-days M0 cultures. To obtain control media, fresh serum­

free RPMI-1640 was placed in the cell incubator for 2 days. CM and control 

media were kept at -80 oC until use. 

Visualisation of T24 cells cocultured with polarized MlJs. 

Human bladder transitional cell carcinoma T24 cells (AlCC number HlB-4) 

were cultured in RPMI-1640 supplement with 10% FBS, 2 mM glutamine, 10 

mM HEPES, 1 mM pyruvate, and 50 mg/L gentamycin (referred as 10% FBS 

RPMI-1640). Cocultures were performed in 96-well plates by incubating 5x103 

T24 cells with 15x103 or 30x103 polarized M0s in 100 !JI of culture media for 

different periods of time at 3JOC in 5% CO2 . At the end of the incubation period , 
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the relative number of viable cells was determined by the MTT cell viability and 

proliferation as say as described below. To visualize T24 cell/M0 interactions, 

the cultured cells were washed, fixed with methanol for 5 min , washed again and 

stained for 30 min with 2 !Jg/ml Hoescht 33258 dye solution. The ONA stained 

with Hoechst 33258 has a blue color under the inverted fluorescence 

microscope, while the cytoplasm become especially visible when picture are 

taken up di rect ly in the cell culture polystyrene plates. By this way, both cell 

types are easily recognizable. The black background of pictures was inverted to 

better visualize cell morphology details. 

MTT cell viability and proliferation assay. 

T24 cells (5x103 cells/well) were plated in 96-well plates in 100 !JI 10% FBS 

RPMI-1640 and cultured for 24h at 3r C and 5% CO2 . Cells were then co­

incubated with polarized M0s or stimulated with conditioned media from M 1 or 

M2 cells, or with control media. At the end of the culture period, 10 III of 5 mg/ml 

methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) solution was added to each 

weil . After a 3 to 4-h incubation period with MTT reagent, 100 III of MTT 

solubilization buffer was added (10% SOS in 10 mM HCI) and plates were 

placed overnight in the cell incubator before absorbance measure. The optical 

density was read at 580 nm using the Microplate Reader Manager (Bio-Rad). 

RNA isolation and RT-PCR analysis. 

Total RNA was extracted by homogenization in Trizol reagent as indicated by 

the manufacturer's instructions (Invitrogen) . Preparation of first strand cONA by 

reverse transcriptase (RT) and polymerase chain reaction (PCR) were 

performed using standard methods in a Thermal Cycler Automation apparatus 

(Bio-Rad) . The sequences of PCR primers are shown in Table 1. To quantify the 

abundance of IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF, TNF-a, MCP-1 and CCL22 

mRNA, primers were tested with different cycles to avoid mRNA amplification 

close to plateau and saturation. The PCR reaction conditions were chosen when 
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amplification of mRNA was in the middle of the exponential amplification phase. 

GAPOH mRNA expression was used as internai standard. 

Micro;nvas;on assay. 

Invasion was measured by assessment of T24 cell migration rate through an 

artificial basement membrane in a modified Boyden cham ber (HTS Transwell 

System; Corning) . The membrane consisted of a polycarbonate filter with 0.4 

Ilm pores diameter and was coated on ice with Matrigel (BO Biosciences) 

diluted 1:2 (v/v) in serum-free culture media. T24 cells (50x103 ce Ils) were 

seeded into the Matrigel coat in the upper weil of the chamber, while polarized 

M0s (50x103 ce Ils) were seeded in the lower weil. To assess the effects of 

soluble factors from M 1 or M2 cells on T24 cell invasiveness, the lower wells 

were replenished with either M1-CM or with M2-CM. Cells that migrated down to 

the polycarbonate filter were stained with Hoescht 33258 dye after a 48-h 

incubation period , visualized by fluorescence microscopy and counted. 

/mmunodetection of cell s;gnalling mo/ecu/es. 

T24 cells were plated at a cell density of 5x1 04 cells/well in 24-well plates and 

left to adhere for 24h. Cells were then washed and incubated in CM at 3r C and 

5% CO2 . After a 15-min stimulation period, the reactions were stopped by 

adding pre-heated 2x SOS solubilisation butter containing 10% 2-

mercaptoethanol , protease inhibitors (Roche Applied Science) and phosphatase 

inhibitors (Sigma-Aldrich). Protein samples were resolved by SOS-PAGE under 

reducing conditions and transferred onto a PVOF membrane (Millipore 

Corporation). Akt, Phospho-Akt p38, and phospho-p38 molecules were probed 

respectively with anti-Akt (1 :2000) , anti-phospho-Akt (Ser473; 1: 1000), p38 

(1 :2000) and anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182; 1: 1 000) overnight at 4°C. Blots 

were th en incubated with HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG Ab (1 :3000) for 

1 h at room temperature. Probed molecules were visualized using an 

enhancement chemiluminescence detection kit (Pierce) . 
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Statistical Analysis. 

Values were presented as mean ± SD from at least three independent 

experiments. Data were subjected to one- or two-way ANOVA (PRISM software 

version 2.0; GraphPad, San Diego, CA) . Differences between experimental 

groups were determined by the Tukey test. P values of :5 0.05 were considered 

to indicate statistical significance. 

Results 

Validation of macrophage polarization. 

To visualize cell morphology of polarized M0s, living cultured cells were 

imaged using a phase contrast microscope. As shown in Figure 5.1 A, MO cells 

are small and round with sm ail cytoplasm and short pseudopodes. In contrast, 

M1 cells adopt an elongated spindle shape and M2 cells are large with triangular 

shape, abundant cytoplasm and enlarged extensions. As expected [58, 160, 

161], M 1 cells but not M2 cells show increased expression of the LPS receptor 

CD14 (Fig . 5.1 B) . To further confirm functional polarization of M0s, we have 

measured gene expression of specific pro- and anti-inflammatory cytokines 

associated with M1 and M2 profiles [58]. We found that gene expression of pro­

inflammatory cytokines TNF-a, IL-12 and GM-CSF is preferentially induced in 

M1 cells, whereas gene expression of anti-inflammatory cytokines IL-10, MCP-1 

and CCL22 is preferentially induced in M2 cells (Fig. 5.1 C). Overall , gene 

expression pattern of cytokines and CD14 expression of polarized M0s we have 

obtained in vitro are in accordance with the expected pro-inflammatory and anti­

inflammatory phenotypes of M1 and M2 cells, respectively [108, 160, 161]. 

CeU viability in T24 cancer ceUs/M0s cocultures. 

ln order to investigate the respective function of polarized M0s in bladder 

tumor cell survival, we have developed an in vitro model of cell-to-cell 

interactions between tumour cells and M0s. In this model , T24 cells were 

directly cocultured with polarized MDM at a tumor cell:MDM ratio of 1:3 and of 

1 :6, and for different periods of time to establish the kinetic growth of cocultured 
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cel!s. As evidenced by the images obtained by inverted fluorescence 

microscopy, T24 cells adopt an elongated shape with small cytoplasm when 

cultured in the presence of M1 cells. When cocultured with M2 cells, however, 

T24 cells retain their enlarged form with abundant cytoplasm (Fig. 5.2A). In 

direct cell-to-cell interaction with T24 cells, the characteristic morphology of M1 

and M2 cells are modified and produce a more homogenous MDM cell 

population with a round shape and abundant cytoplasm (Fig. 5.2A). We have 

established that polarized M1 and M2 cells do not proliferate and that they 

remain viable for at least 5 days when cultured alone in serum-free culture 

media (data not shown). We next examined by MTT assays the changes in the 

relative number of viable cells in T24 cell cultures alone or in T24 cells 

cocultured with polarized M1 and M2 cells. As can be seen in Figure 28, the 

rates of increase are considerable higher in cell cultures of T24 cells with either 

M2 cells at 1:3 cell ratio (closed triangle; relative viability = 0, 11t + 0,46; R2 = 

0,98) or M2 cells at 1:6 cell ratio (closed square; relative viability = 0,11 t + 0,50; 

R2 = 0,97) compared with T24 cell alone (closed circle ; relative viability = 0,09t + 

0,37; R2 = 0,99). In contrast to cultures with M2 cells , striking rates of decrease 

in the number of viable cells was observed when T24 cells were cultured in the 

presence of M1 cells at a cell ratio of 1:3 (open triangle ; relative viability = -0,03t 

+ 0,55; R2 = 0,99) and of 1:6 (open square; relative viability = -0 ,06t + 0,58; R2 = 
0,98) . 

Soluble factors from M1 and M2 cells differentially affect T24 cancer cell 

viability. 

The effects of soluble factors from M 1 and M2 cells on T24 cell 

proliferation/viabil ity were determined by treating T24 cells for 48h with various 

concentrations (v/v) of conditioned media (CM) from M1 or M2 cells (M1-CM and 

M2-CM, respectively) , diluted in serum-free culture medium (Fig. 5.3A) . As 

assessed by MTT assays, M1-CM inhibits while M2-CM stimulates T24 cell 

proliferation and viability. The maximal inhibitory effect on T24 cell viability was 

observed with 100% M1-CM (65% ± 4% viable ce Ils) and decreased 
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progressively when diluted at 75%, 50% and 25%; when diluted at 10%, M1-CM 

no longer decreased cell viability (95% ± 7% viable cells). When T24 cells were 

cultured in 100% M2-CM, a modest but significant stimulatory effect on cell 

proliferation was observed (113% ± 4% viable cells). This stimulatory effect was 

also observed when M2-CM was diluted at 75% and 50% but it was undetected 

in 10% M2-CM dilution (102% ± 5% viable cells). Since maximal effects were 

observed using 100% CM from both M1 and M2 cells, undiluted CM were used 

for subsequent studies, and referred as M1-CM or M2-CM, respectively. 

M1-derived factors inhibit T24 cancer cell growth but do not affect cell 

viability. 

Pro-inflammatory M 1 cells produce soluble factors known to be lethal to 

normal and cancerous tissues [165]. The cytotoxic effects of activated M 1 cells 

are associated with apoptosis and killing of susceptible tumor cells [36] . As can 

be seen in Figure 3B, immunodetection of cleaved caspase-3 , an apoptosis 

marker, revealed that T24 cells are insensitive to the apoptotic effects of M 1-

CM. Nuclear staining with Hoescht 33258 dye was used to assess the features 

of apoptotic cells after T24 cells were cultured for 48h with control medium, M 1-

CM and M2-CM. Density of T24 cells cultured with M1-CM is reduced compared 

to control treatment, but the cells retain the enlarged morphology with abundant 

cytoplasm (Fig. 5.3C). However, no apoptotic bodies were detected by th is 

procedure when T24 cells were incubated with either M1-CM or M2-CM (Fig. 

5.3C). Similar results were obtained after short exposure (6 and 24h) of T24 

cells to M1-CM (data not shown). 

M2-derived factors reverse M1 cell-mediated arrest of T24 cancer cell 

growth. 

To investigate the immunosuppressive phenotype of M2 cells, we test the 

influence of M2-derived factors and IL-10 on the inhibition of cytotoxic effects of 

M1-derived factors in tumor cells. To this end, T24 cells were cultured with 

complete 100% M1-CM in the absence and the presence of exogenous IL-10, 



39 

with either M1-CM and M2-CM (both 50% diluted in serum-free culture media) , 

and with a mixture of M1-CM and M2-CM. MTT viability assays were performed 

after a 48-h incubation period. As shown in Figure 5.4, addition of IL-1 0 to T24 

cell cultures treated with M1-CM does not reverse the inhibitory effect of M1-

derived factors on T24 cell viability. However, stimulation of T24 cells with an 

equal volume of M1-CM and M2-CM revealed that, together, M2-derived factors 

have the ability to reverse the inhibitory effect of M1-derived factors on T24 cell 

survival (Fig. 5.4) . 

IL-10 modulates M1 cell-mediated arrest of T24 cancer cell growth. 

The cytokine IL-10, which was primarily recognized as an effective 

deactivator of MG pro-inflammatory cytokine synthesis [171 , 172], is now 

considered as a key inductor of M2 polarization of TAMs [108, 160, 161] and a 

suppressor of the pro-inflammatory phenotype of tumor-infiltrating MGs [78]. To 

explore this possibility in our in vitro model, the cytotoxic activity of M1 cells was 

challenged during T24 cell/M 1 cell interaction in the presence of IL-10. MTT 

viability assays were performed to assess the effects of exogenous IL-10 on cell 

viability in T24 cell cultures al one or in T24 cell/M1 cell cocultures. Consistent 

with the results presented above (Fig. 5.2B) , the number of viable cells 

considerably decreased in cell cultures of T24 cells with M1 cells at 1:3 cell ratio 

and even more with M1 cells at 1:6 cell ratio (Fig. 5.5 A-B). In the absence of M1 

cells, stimulation of T24 cells with exogenous IL-10 does not influence T24 cell 

viability, the number of viable cells being 98% ± 6% and 96% ± 6% of control at 

10 ng/ml and 50 ng/ml IL-10, respectively (Fig. 5.5 A-B). Using T24 cell/M1 cell 

without IL-10 as control , the number of viable cells were evaluated at 115% ± 

5% and 138% ± 9% of control when IL-10 at 10 ng/ml and 50 ng/ml was added 

to T24 cell/M1 cell cocultures at a cell ratio of 1:3 (Fig. 5.5B). This beneficial 

effect on cell viability was maintained even in the presence of an increasing 

number of M1 cells (cell ratio at 1 :6) , the number of viable cells being 108% ± 

7% and 129% ± 5% of control when IL-10 was added to cocultures at 10 ng/ml 

and 50 ng/ml , respectively (Fig. 5.5B). IL-10 does not affect M1 cell viability 
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(data not shown) suggesting that the mechanism by which IL-10 positively 

regulate cell survival in T24 cell/M1 cell cocultures involves a deactivating 

process of M1 cells which in turn produce less cytotoxic factors for T24 cells. 

Soluble factors from M1 cel/s induce gene expression in T24 cancer cel/s. 

To further explore the functional phenotype of polarized M0s, we next 

investigated whether M 1 and M2 cells have the ability to regulate gene 

transcription of pro- and anti-inflammatory cytokines in T24 cancer cells . After a 

6-h stimulation period with either M1-CM or with M2-CM, the total RNA of T24 

cells was extracted and processed for quantitative RT-PCR analysis. In 

response to soluble factors from pro-inflammatory M1 cells , gene expression of 

TNF-a, IL-6, IL-8, GM-CSF, and MCP-1 was induced in T24 cells (Fig. 5.6A). 

Consistent with the anti-inflammatory role of M2 cells , the transcription level of 

most of these pro-inflammatory genes were down-regulated in T24 ce Ils 

stimulated with M2-CM (Fig. 5.6A) . Levels of IL-6 mRNA, however, were up­

regulated when T24 cells were stimulated with M2-CM but to a lower extent 

compared to M1-CM (Fig. 5.6A). T24 cells do not produce basal levels of the 

anti-inflammatory cytokines TGF-~1 and IL-10 mRNA and their expression was 

not induced by M1-CM or M2-CM (data not shown) . 

T24 cancer cel/ invasion is enhanced in response to M1-derived factors. 

Several lines of evidence indicate that TAMs and inflammatory cytokines 

found in tumors are more likely to contribute to local tumor growth , invasion , and 

immunosuppression than they are to mount an effective host anti-tumor 

response [74]. In order to determine the role of polarized M0s on bladder cancer 

cell motility/invasion, T24 cells were seeded onto the top of the Matrigel matrix­

coated filters and co-incubated with either M1 or M2 cells, which were placed in 

the lower cham ber, under the filters (no direct cell-to-cell contact between tumor 

cells and macrophages; only soluble factors are exchanged between the two cell 

types) . We found that the invasiveness of T24 cells was significantly increased 

when co-incubated with M1 cells, but not with M2 cells (Fig. 5.7B). The 
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amplitude of such effect was dependent on the number of M1 cells co-incubated 

with T24 cells (28 ± 5 invasive cells/field at 1:3 cell ratio vs 49 ± 13 invasive 

cells/field at 1:6 cell ratio) and cou Id be mimicked by soluble factors from M1 

cells (33 ± 12 invasive cells/field with M1-CM) . 

Promotion of T24 cancer cell invasion requires type 1 TNF-a receptor 

activation. 

Previous publications have reported that increased invasiveness of tumor 

cells cocultured with M0s is dependent on up-regulation of TNF-a and TNF-a­

induced release of matrix metalloproteases by M0s [102]. Because TNF-a is 

highly expressed by M1 cells (Fig. 5.1 B) and is one of the most important tumor 

cell killing mediators of fully activated human M0s [36] , we reasoned that TNF-a 

could be one of the M1 -derived soluble factors that arrest T24 cell growth but 

increase cellular invasiveness. We have found that blockade of TNF-R1 in M1 

cells and T24 cells reduced the ability of M 1 cells to increase the invasiveness of 

T24 cells (Fig. 5.8A) but it did not affect the inhibitory effect of M1 cells on T24 

cell growth (Fig. 5.8B). This indicate that TNF-R1 ligation by TNF-a is required 

to mediate T24 cell invasiveness, and that although T24 cells are resistant to 

TNF-a induced apoptosis they are sensitive to other cytotoxic/cytostatic factors 

released by M1 cells. 

T24 cancer cell invasion and viability involve distinct signalling pathways. 

Recently, it has been shown that invasive phenotype of a panel of bladder 

cancer cells, including T24 cells, is linked with enhanced activation of the PI 3-

KI Akt cell signalling pathway [173]. Activation of this signaling pathway is also 

known to provide cells with a survival signal that allows them to withstand 

apoptotic stimuli [174] . We thus explored the possibility that T24 cells activate 

the PI 3-KlAkt survival signaling pathway in response to soluble factors from M1 

cells. Western blot analysis demonstrated that phospho-Akt was rapidly induced 

within 15 min after treatment with both M1-CM and M2-CM (Fig. 5.8A) , but 

decreased to basal levels after 30 min of stimulation (data not shown) . Of note, 
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strong phosphorylation of Akt was induced with M1-CM (7.2 fold) when 

compared with M2-CM (3.5 fold) (Fig. 5.8A). 8imilar to previous studies [170], 

inhibition of the PI 3-K/Akt signalling pathway activation was performed using 

the chemical L Y294002 at an optimal dose of 50 jJM. MTT proliferation and 

viability assay shown that T24 cell pre-treatment with this PI 3-K/Akt signalling 

pathway antagonist does not affect the inhibitory effect of M1-CM but reduces 

the stimulatory effects of M2-CM on T24 cell proliferation (Fig. 5.8B). Micro­

invasion assays (Fig. 5.8C) indicated that the increased number of invasive 

tumor cells found in response to M1-derived factors (44 ± 9 invasive cells/field) 

decreased to basal levels (5 ± 2 invasive cells/field) when T24 cells were pre­

treated with L Y294002 at 10 jJM (7 ± 4 invasive cells/field) and 50 jJM (6 ± 4 

invasive cells/field) . These results revealed that increased invasiveness of T24 

cells in response to M1-derived factors is PI 3-K-dependent, and suggest that 

other signalling pathways are involved in cell survival. 

Further cell signalling analysis shown that phosphorylation of the p38 MAP 

kinase is induced by both M1 -CM and M2-CM (Fig. 5.8A). In contrast to 

phospho-Akt, however, the levels of phospho-p38 were more efficiently induced 

when T24 cells were stimulated with M2-CM (5.3 fold) than with M1-CM (2.2 

fold). In order to determine the involvement of this signaling pathway in cell 

viability, T24 cells were pre-treated with the p38 MAP-kinase inhibitor 8B203580 

before stimulat ion with soluble factors from M1 and M2 cells. As assessed by 

MTT assay, pre-treatment of T24 cells with 8B203580 (at 10 jJM) significantly 

decreased the number of viable cells, even in control cells and cells treated with 

M2-CM (Fig. 5.8B) . No change was observed in the number of invasive T24 

cells pre-treated with 8B203580 and stimulated with M1-CM (data not shown) 

suggesting that activation of p38 MAP-kinase is required to sustain cell viability 

but not for M 1 cells to increase the invasiveness of T24 cells. 



43 

Discussion 

ln an attempt to clarify the involvement of infiltrating M0s and their derived 

soluble factors in bladder cancer cell survival and invasion, we have developed 

a relevant in vitro model to study interactions between tumor cells and M0s of 

M1 and M2 subtypes. In accordance with the literature [108, 160, 161], the 

generation of cells with a M1 (IL_10IowIL_12highCD14high) or a M2 (IL_10hi9hIL_ 

121owCD1410W) phenotype was directed by the activation of monocyte-derived 

M0s with a combination of IFN-y/LPS or IL-4/IL-10, respective ly. As expected, 

M 1 polarization enhances the gene expression of pro-inflammatory cytokines 

(e.g. TNF-a and GM-CSF) , while M2 polarization increases gene expression of 

anti-inflammatory cytokines (e.g. IL-10 and CCL22) . 

ln peripheral blood of patients with bladder cancer, proportions of Th2 cells 

producing IL-10, IL-4 , and/or IL-6 is significantly elevated, whereas proportions 

of Th1 cells producing IFN-y is decreased, as compared with otherwise healthy 

cohorts [175]. IL-10, which was first identified as a factor produced by Th2 cells , 

inhibits cytokine production by M0s [171 , 172] and Th1 cells [176] and 

contributes to the inhibition of accessory function of M0s and dendritic cells 

[177]. This can explain why IL-10 suppresses the cytotoxic effects of M1-derived 

factors we have revealed in our study. These observations are strongly 

supported by the finding that commitment of TAMs to produce high levels of IL-

10 may be a common mechanism used by tumors to interfere with immune 

responses and promote tumor survival [78] . Along with TGF-I3, IL-10 is 

spontaneously produced by a variety of tumors and is believed to play a major 

role in the induction of immunosuppression during tumor growth [178]. In regard 

of bladder cancer progression and evasion to immune surveillance, the 

biological significance of inhibitory circuits established by tumor-infiltrating 

leukocytes is highlighted by the study of Loskog et al. who have recently 

discovered that the malignant tissue of patients with bladder cancer is 

dominated by the expression of the inhibitory cytokines IL-10 and TGF-13 

together with the presence of IL-10-producing regulatory T cells [179]. 
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TNF-a is highly released by M1 cells and is considered as the most important 

mediator directly involved in tumor cell killing by fully activated human M0s [36]. 

The mechanism by which TNF-a is able to kill target cells involves the binding of 

TNF-a to TNF receptors type 1 (TNF-R1) [12, 13], binding of TNF-a to TNF-R2 

not being sufficient to initiate cell killing [13]. TNF-a is cytotoxic in vitro and 

different cancer cells have different sensitivities to TNFa-induced apoptosis , 

growth inhibition or cell Iysis [180]. Moreover, among the different model cancer 

cell lines isolated from a given organ site, intrinsic sensitivity to TNF-a-induced 

apoptosis can vary depending on various parameters, including endogenous 

levels of anti-apoptotic factors such as X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

(XIAP) [181]. The bladder carcinoma T24 cell line we used in this study was 

previously evidenced to be resistant to TNF-a -induced apoptosis [182] , and we 

found that blocking access to TNF-R1 using specifie antibodies does not affect 

T24 cell proliferation or viability in response to soluble factors from M1 cells. 

Although it has been showed that conditioned media from M1 cells contains high 

levels of pro-apoptotic factors, including TNF-a. and IL-1 ~[183], no apoptotic 

bodies or cleaved caspase-3 were detected when T24 cells were cocultured with 

M1 cells. This indicates that M1 cells fail to induce apoptosis in T24 cells . 

Because the number of metabolically active T24 cells decreased when cultured 

in the presence of M 1 cells or conditioned media, as indicated by MTT assay, 

we conclude that M1 cells inhibit T24 cell growth but do not affect cell viability. 

Previous studies have established that some tumor- and M0-derived soluble 

factors , such as TNF-a, M-CSF, MlF, EGF and osteopontin are involved in 

tumor cell/M0 interactions and the regulation of tumor cell migration and 

invasiveness [99, 102, 184-186]. In this context, we have demonstrated that 

TNF-R1 ligation by TNF-a in M0s and T24 bladder cancer cells is required to 

mediate tumor ce ll invasiveness. In agreement with our results involving TNF-R1 

in M0-mediated tumor cell invasion , it was reported that coculture of M0s with 

either breast or ovarian cancer cell lines led to a significant increase in the in 

vitro invasiveness of the tumor cells [102, 103]. Addition of neutralizing TNF-a 

antibodies in the micro-invasion model revealed that enhanced invasiveness of 
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these malignant cells was dependent on up-regulation of TNF-a and TNF-a -

induced release of matrix metalloprotease (MMP)-2 and MMP-9 in M0s, and 

TNF-a -dependent activation of the transcription factor Nuclear Factor-Kappa B 

(NF-kB) in tumor cells [102, 103]. 

ln response to soluble factors from M1 cells, the relative number of 

metabolically active cells was similar in T24 cell cultures pre-treated or not with 

the PI 3-K inhibitor L Y294002. This suggests that despite the fact that the PI 3-

KlAkt signaling pathway is strongly activated by M1-derived factors , this survival 

pathway is probably not involved in T24 cell resistance to M 1-induced tumor cell 

growth arrest. Two independent studies have demonstrated that increased 

activation of the p38 MAP-kinase signaling pathway is an important route for the 

resistance to TNF-induced apoptosis in breast and prostate carcinoma [187, 

188]. Wh en T24 cells were pre-treated with the p38 MAP-kinase inhibitor 

SB203580 before stimulation with soluble factors from M1 and M2 cells , strong 

growth inhibitory effect was observed , even in control cells and cells treated with 

M2-derived soluble factors . This suggests that activation of the p38 MAP-kinase 

signalling pathway is absolutely requ ired to sustain T24 cancer cell viability. In 

contrast to M2 cells , we found that M 1 cells have the ability to promote T24 

cancer cell invasion in a way depending on PI 3-KlAkt signaling pathway 

activation in tumor cells . In accordance with this finding, a recent study has 

demonstrated that the invasive phenotype of a panel of bladder cancer cells, 

including T24 ce lls, is correlated with high levels of both Akt and Epidermal 

Growth Factor receptor (EGFR) activation [173]. Similar to our experimental 

approach , the authors showed that PI 3-K inhibition reduced the invasiveness of 

EGFR-expressing bladder cancer cell lines. To our knowledge, however, this is 

the first report that paracrine activation of PI 3-KlAkt signaling pathway in tumor 

cells by pro-inflammatory M0s is involved in the regulation of tumor cell 

invasion. Nevertheless, other signaling pathway(s) involved in the M1-induced 

invasion of bladder cancer cells required further studies. 

ln summary, our study confirmed that when applied to T24 bladder cancer 

cell cultures, M2 cells and their soluble factors support tumor cell survival and 
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proliferation but fail to promote invasion or the activation of pro- or anti­

inflammatory genes in tumor cells. Conversely, M1 cells and their derived 

soluble factors displayed a strong growth inhibitory activity but did not cause 

extensive cancer cell death . Of note, our results suggest that M2 cells, via 

production of IL-10 and other soluble factors , may suppress the anti-tumoral 

effects of M1 cells. In response to soluble factors from M1 cells, but not to those 

from M2 cells , T24 cells are not only induced to increase their invasiveness but 

also to activate several pro-inflammatory genes known to be involved in tumor 

promotion and metastasis, such as TNF-a. IL-6, IL-8, GM-CSF, and MCP-1 [12, 

189-191 ]. 

Conclusions 

Our findings that both types of polarized M0s can regulate bladder tumor cell 

survival and invasion in both cell-to-cell and paracrine manners give important 

new insight into the significance of tumor cell/M0 interactions, which were 

recently reported to influence the outcome of bladder cancer immunotherapy 

[156, 169]. Furthermore, it supports the idea that TAMs may also serve as 

predictors of immunological therapy outcomes [156, 169]. Our experimental data 

will be helpful for the rational design of novel anticancer strategy. Interrupting 

tumor cell-M0 communication by targeting IL-10, for example, may provide an 

alternative therapeutic approach for the treatment of bladder cancer. 

List of abbreviations: BCG, Bacillus Calmette-Guerin ; CIS, carcinoma-in-situ ; 

M0s, macrophages; MDM, monocyte-derived macrophages; PI 3-K, 

phosphoinositide 3'-OH kinase; TCC, transitional cell carcinoma; TAMs, tumor­

associated macrophages. 
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Figure legends 

Figure 5.1. Morphological and functional features of human polarized M0s. 

(A) Morphology analysis. Macrophages were polarized as described in Materials 

and Methods and cellular morphology was visualized using phase contrast 

microscopy. Representative sections are shown (original magnification , x 400). 

(8) Flow cytometry analysis. Result show CD14 protein expression in polarized 

macrophages and is representative of three independent experiments. 

(C) RT-PCR analysis. Result show mRNA levels of pro-inflammatory cytokines 

IL-6, IL-12 and TNF-a and anti-inflammatory cytokines IL-10, MCP-1 and 

CCL22 , normalized to GAPDH. The relative mRNA expression of gene of 

interest (gene/GAPDH ratio) was expressed as fold induction of control cells (no 

polarized MO cells). 

Figure 5.2. Cell v iability analysis in tumor cell/M0 cocultures. 

(A) Visualization of cell density of T24 cells cultured alone and T24 cells 

cocultured with polarized MDM as assessed by the images obtained using an 

inverted fluo rescence microscope. Pictures were recorded at time point 24, 48 

and 72h from T24 cells (5x103/well) alone and T24 cells cocultured with 

previously polarized MDM at a cell ratio of 1:3 (15x1 03 M1 or M2 cells) and 1:6 

(30x103 M1 or M2 cells) . At the end of incubation , cultured cells were washed, 

fixed and stained with Hoescht 33258 dye. Representative (n=16) sections are 

shown (original magnification, x 400). Arrowheads indicate T24 cells and arrows 

show M1 or M2 cells. 

(8) Growth kinetic analysis of T24 cell cultures and T24 cell/MDM cocultures. 

MTT assays were performed to determine the changes in the relative number of 

viable cells in T24 cell cultures alone or in T24 cells cocultured with polarized 

M1 or M2 cells. * p <0.01 significantly different compared with T24 cell cultures 

alone. 
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Figure 5.3. Soluble factors from polarized M0s influence T24 cancer ce" 

viability. 

(A) T24 cells (5x103/well) were cultu red for 48h with different concentrations of 

CM from polarized M1 or M2 cells and MTT assays were performed to measure 

cellular viability. CM from M1 and M2 cells were a pool of three different 

preparations of MDM; CM dilutions were done using serum-free culture media. 

The relat ive number of viable cells was expressed as percent of no stimulated 

control (Ctl) T24 cells. * p <0.05, significantly different compared with control 

media. 

(8) Immunoblot analysis of cleaved caspase-3 , an apoptosis marker, revealed 

that T24 cells were insensitive to the apoptotic effects of M1-CM. Cells were 

cultu red for 24h with control (Ctl) media, M 1-CM and M2-CM and th en Iysed to 

quantify the protein content. The blots were probed with anti-f3-actin antibodies 

to confirm that an equal amount of proteins per weil were loaded (50 I-Ig) . The 

results represent one of three independent experiments. 

(C) T24 cells were cultured for 48h with control medium, 100% M1-CM and 

100% M2-CM. At the end of incubation , the cultured cells were washed, fixed 

and stained with Hoescht 33258 dye to distinguish apoptotic and viable cells. No 

apoptotic bodies were detected when T24 cells were incubated with either M 1-

CM or M2-CM. Representative (n=16) sections are shown (original 

magnification , x 400). 

Figure 5.4. Influence of M2-derived factors on M1-mediated T24 ce" growth 

arrest. 

T24 cells (5x103/well) were cultu red with control (Ctl) media, M 1-CM, M2-CM 

and with an equal volume of M1-CM and M2-CM. MTT assays were performed 

to measure cellular viability after 48h of stimulation . IL-10 was added to M1-CM 

to determine whether IL-10 reverse the inhibitory effect of M1-cell derived 

factors on T24 cell growth. The relative number of viable cells was expressed as 

percent of control (Ctl). Different superscripts denote significant differences 

between treatments , p <0.05. 
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Figure 5.5. IL-10 weakens the cytotoxic effects of M1 cells in tumor cell/M0 

cocultures. 

(A) Visualization of cell density of T24 cells cu ltured alone and T24 cells 

cocultured with M1 cells, in the presence and the absence of IL-10. T24 cells 

cultured alone (5x103/well) and T24 cells cocultured with M1 cells at a cell ratio 

of 1:3 and 1:6 were left untreated to serve as control , or treated for 72h with IL-

10 at 10 and 50 ng/ml. Arrowheads indicate T24 cells and arrows shown M1 

cells. 

(8) Analysis of cellular growth and viability in tumor cell/M0 cocultures as 

assessed by MTT assays. Result show the changes in the relative number of 

viable cells in T24 cell cultures alone or in T24 cells cocultured with M1 cells, in 

the presence and the absence of exogenous IL-10. The relative number of 

viable cells was expressed as percent of control (Ctl). * p <0.05; ** P <0.01 

significantly different compared with control (Ctl) ; NSD, no significant difference. 

Figure 5.6. M1 cells up-regulate gene expression and invasiveness of T24 

cancer cells. 

(A) T24 cells (500x103/well) were stimulated with control (Ctl) media, M1 -CM 

and M2-CM during 6h and total RNA was extracted and processed for 

quantitative RT-PCR analysis. The relative mRNA expression of gene of interest 

(gene/GAPDH ratio) was expressed as fold induction of no stimulated control 

(Ctl) T24 cells. The result shown is representative of three independent 

experiments. 

(8) T24 cells (50x103/well) were cultured with polarized M0s at a cell ratio of 1:3 

(150x103 M1 or M2 cells) and 1:6 (300x103 M1 or M2 cells) , or stimulated with 

either M1-CM or with M2-CM. Invasion was measured by assessment of T24 

cell migration through Matrigel in a modified Boyden chamber, where tumor cells 

were cocultured for 48h without direct cell-to-cell contact with M0s. 

Representative (n=16) sections are shown (original magnification , x 400). 

Different superscripts denote significant differences between treatments, p 

<0.05. 
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Figure 5.7. Influence of TNF-R1 function in T24 cell invasiveness and 

viability. 

(A) T24 cells (50x103/well) were cocultured in a modified Boyden chamber with 

polarized M0s at a cell ratio of 1:6 (300x103 M1 or M2 ce Ils) in the presence of 

an anti-TNF-R1 neutralizing antibody or an irrelevant isotype-matched antibody, 

both at 5 IJg/ml. 

(8) T24 cells (5x103/well) were cultured for 48 h with M 1-CM and M2-CM in the 

presence of anti-TNF-R1 antibodies or an irrelevant isotype-matched antibody. 

The relative number of viable cells was evaluated by MTT assays and 

expressed as percent of control (Ctl) . NSD, no significant difference. 

Figure 5.8. Akt and p38 signalling pathways in T24 cell survival and 

invasion. 

(A) T24 cells (50x103/well) were stimulated for 15 min with control (Ctl) media, 

M1-CM and M2-CM. Immunodetection of Akt , phospho-Akt, p38, and phospho­

p38 molecules was performed as described in Materials and Methods. A 

representative result from three independent experiments is shown. 

(8) T24 cells (5x103/well) were pre-treated with the PI 3-K inhibitor L Y294002 

(L y at 50 IJM) and the p38 MAP kinase inhibitor SB203580 (SB at 10 IJM) for 1 h 

and then stimulated with control (Ctl) media, M1-CM and M2-CM. The relative 

number of viable cells was evaluated by MTT assays and expressed as percent 

of control cells (Ctl) pre-treated with DMSO as vehicle . * p <0.05; ** P <0.01 

significantly different compared with vehicle . 

(C) T24 cells (50x103/well) were pre-treated with the PI 3-K inhibitor L Y at 10 

and 50 IJM for 1 h and th en cocultured in a modified Boyden cham ber with M1 

cells at a cell ratio of 1:6 (300x10\ * p <0.05 significantly different compared 

with vehicle; NSD, no significant difference. 
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CHAPITRE 6 

DISCUSSION 

6.1 Génération de M0s polarisés 

Dans le but d'éclaircir l'influence des T AMs et leurs facteurs solubles sur 

la survie et l' invasion des cellules de cancer de la vessie, nous avons développé 

un modèle in vitro pour étudier les interactions entre les cellules tumorales et les 

M0s de type M1 et M2. Nous avons d'abord isolé des monocytes sanguins à 

partir d'échantillons de sang humain pour ensu ite procéder à leur différenciation 

en M0 en les stimulant avec du M-CSF. Le M-CSF est une cytokine bien 

connue pour induire la différenciation des monocytes en macrophages [192]. La 

présence de M-CSF est d'ailleurs indispensable pour permettre le 

développement de M0s, car la délétion du gène c-fms, qui code pour le 

récepteur du M-CSF, entraîne une absence de M0s dans les tissus [193, 194]. 

Ainsi , le M-CSF est couramment utilisé pour la culture de monocytes/M0 in vitro 

[58] . Par la suite, nous avons procédé à la polarisation des M0 en M1 et en M2. 

En accord avec la littérature, nous avons généré des M0s M1 via une 

stimulation par l'IFN-y et le LPS, ils sont caractérisés par une faible expression 

d'IL-10 et une forte expression d'IL-12 et de CD14 (Figure 5.1) [58, 108, 160, 

161]. Les M0s M2, quant à eux, sont générés suite à une stimulation par l'IL-4 

et l'IL-1 0 et ils sont caractérisés par une forte expression d'IL-1 0 mais une faible 

expression d'IL-12 et de CD14 (Figure 5.1) [58 , 108, 160, 161]. En plus de ces 

trois marqueurs, nous avons observé que la polarisation des M0s en M1 

augmente l'expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et GM-CSF, 

alors que chez les M0s polarisés en M2, les expressions de la cytokine anti­

inflammatoire CCL22 et de la chemokine MCP-1 sont toutes deux augmentées 

(Figure 5.1). Le patron d'expression que nous avons observé chez les M0s 
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polarisés confirme les rôles pro-inflammatoire des M0s M 1 et anti-inflammatoire 

des M0s M2 et vient valider l'utilisation de notre modèle pour tester l'effet des 

M0s polarisés sur les cellules tumorales de la vessie. 

6.2 Influence des M0s polarisés sur la prolifération des cellules T24 

Nous avons d'abord évalué l'effet des M0s polarisés en M1 et en M2 sur 

la prolifération des cellules T24 en co-culture. Nous avons observé que la 

prolifération des cellules T24 est fortement inhibée lorsqu 'elles sont cultivées en 

présence de M0s M1 (Figure 5.2). Ce résultat concorde avec plusieurs études 

réalisées dans différents modèles de cancer où, tel que présenté au chapitre 1, 

des M0s activés via l'IFN-y et le LPS étaient en mesure de s'attaquer aux 

cellules cancéreuses. Nous avons par la suite observé que les facteurs solubles 

produits par les M0s M 1 étaient en mesure d'inhiber la prolifération des cellules 

T24 sans que le contact cellule-cellule ne soit nécessaire (Figure 5.3). 

Parmi les facteurs solubles sécrétés par les M0s M1 , le TNF-a est 

considéré comme le plus important médiateur impliqué directement dans 

l'élimination des cellules cancéreuses [36]. D'ailleurs, il a déjà été rapporté que 

les cellules T24 sont sensibles à l'apoptose induite par le TNF-a [195]. Tel que 

mentionné au premier chapitre , le mécanisme par lequel le TNF-a est capable 

d'induire la mort des cellules cibles implique qu'il se lie au récepteur TNF-R1 , sa 

liaison au TNF-R2 n'étant pas en mesure d'induire la mort cellulaire [13]. Nous 

avons donc bloqué le récepteur TNF-R1 à l'aide d'anticorps spécifiques afin de 

déterminer si le TNF-a sécrété par les M0s M1 était responsable de l'inhibition 

de la prolifération des T24 par les facteurs solubles de M0s M1. Étonnamment, 

nous avons constaté que le blocage du TNF-R1 n'affecte en rien l'effet inhibiteur 

des facteurs solubles des M0s M1 sur la prolifération des cellules T24 

(Figure 5.7). Cette observation concorde cependant avec une autre étude selon 

laquelle le TNF-a n'était pas en mesure d'induire l'apoptose chez les T24 [182]. 

D'ailleurs, malgré le fait qu'une inhibition de la prolifération soit observée en co-
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culture ou en réponse aux facteurs solubles, nous n'avons pas détecté de 

caspase-3 clivée et aucun corps apoptotique n'était observable à la suite d'une 

exposition des cellules T24 aux facteurs solubles produits par les M0 M1 

(Figure 5.3). Nous en concluons que les M0s M1 inhibent la croissance 

cellulaire des cellules T24 mais ne sont pas en mesure d'induire la mort 

cellulaire . Il est connu depuis longtemps que le TNF-a est cytotoxique in vitro 

mais que différentes lignées de cellules cancéreuses présentent différents 

niveaux de sensibilité à l'apoptose induite par le TNF-a [180]. 

Nous devons d'abord comprendre le fonctionnement de l'apoptose induite 

par le TNF-a pou r bien comprendre les mécanismes conférant à une cellule la 

capacité d'y résister. Un schéma représentant la régulation de l'apoptose est 

présenté à la figure 6.1. La liaison du TNF-a au TNF-R1 induit la formation de 

différents complexes qui conduisent soit à l'apoptose, soit à la survie. La 

formation du complexe 1 (TRADD / TRAF2 / c1AP1/2 / RIP1) induit 

principalement l'activation du NF-KB et conduit à l'expression de gènes 

favorisant la survie cellu laire [17, 196]. La formation du complexe Il (TRADD / 

FADO / RIP1 / pro-caspase-8) conduit à l'activation de la caspase 8. Une fois 

activé, la caspase 8 peut initier la cascade des caspases en activant les 

caspases 3 et 7 qui seront responsables de l'activation des facteurs impliqués 

dans la dégradation de l'ADN, il s'agit de la voie extrinsèque de l'apoptose [17, 

197]. La caspase 8 peut également activer la voie intrinsèque de l'apoptose, 

c'est-à-dire l'initiation de la cascade des caspases médiée par la relâche de 

cytocrome C par les mitochondries. La régulation de la relâche de cytochrome C 

par les mitochondries est effectuée par les protéines de la famille B-cel! 

leukemia/lymphoma 2 (Bcl-2). La caspase 8 peut transformer un membre de 

cette famille , Bid, en sa forme active, tBid . Ce dernier sera ensuite transloqué 

vers la membrane mitochondriale où il interagira avec Bax et Bak (deux autres 

membres de la famille Bcl-2) pour permettre la relâche du cytochrome C [198, 

199]. Ce processus est régulé négativement par les protéines Bcl-2 et Bcl-xL 

[198]. Le cytochrome C relâché dans le cytosol formera un complexe avec la 
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Figure 6.1 : Régulation de l'apoptose. La liaison du TNF-a induit la formation 
du complexe 1 qui provoque l'activation du NF-KB, conduisant à l'expression de 
gènes pro-inflammatoire et favorisants la survie cellulaire. Par la suite , on 
observe la formation du complexe Il , qui provoque l'activation de la cascade des 
caspases et la relâche du cytochrome C par les mitochondries, ce qui 
ultimement conduira à l'apoptose. 
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pro-caspase 9 qui condu ira à l'activation de la caspase 9 et qu i pourra par la 

suite activer les caspases 3 et 7. Les caspases 9, 3 et 7 peuvent être inhibées 

par les protéines inhibitrices d'apoptose (XIAP, c-IAP-1 , c-IAP-2) [198] . De 

nombreux mécanismes conduisant à la résistance à l'apoptose induite par le 

TNF-a ont été démontrés [15]. Par exemple, elle peut être provoquée par une 

perte de fonction de protéines pro-apoptotique (ex: Bak, Bax) ,ou encore, par 

une surexpression de protéines anti-apoptotiques (ex: BeI-2, XIAP) [15] . 

Bien que le mécanisme à l'origine de la résistance des cellules T24 à 

l'apoptose induite par TNF-a n'est pas précisément identifié, il a été rapporté 

que l'inhibition de voie de signalsation PI 3-k/Akt sensibilisait les cellules T24 à 

l'apoptose induite via TRAIL [200]. Il est connu que Akt est en mesure d'inhiber 

l'apoptose en inhibant Bad , qui est lui-même un inhibiteur de la protéine anti­

apoptotique Bei-xL [201]. Comme le TRAIL fait partie de la même famille que le 

TNF-a et qu 'il induit l'apoptose via un mécanisme semblable (caspase 8-

dépendant), nous avons vérifié le statut de l'activation d'Akt chez les T24 su ite à 

leur stimulation par les facteurs solubles de M0s. Nous avons trouvé que les 

facteurs solubles sécrétés par les M0s M1 induisent fortement l'activation d'Akt. 

Nous avons cependant constaté que l'inhibition de la voie de signalisation de la 

PI 3-k/Akt n'avait aucun effet sur la viabilité des cellules T24 en réponse aux 

facteurs solubles sécrétés par les M0s M1 (Figure 5.8) , ce qui suggère que les 

cellules T24 sont résistantes à l'apoptose induite par les facteurs solubles des 

M0s M1 indépendamment de l'activation d'Akt. 

Deux études indépendantes ont démontré qu'une augmentation de 

l'activation de la voie de signalisation p38 MAP-kinase est impliquée dans la 

résistance à l'apoptose induite par le TNF-a dans les cancers du sein et de la 

prostate [187, 188]. Lorsque les cellules T24 ont été prétraitées avec l'inhibiteur 

de p38 MAP-kinase 8B203580 avant la stimulation par les facteurs solubles de 

M0s, une très forte inhibition de la croissance cellulaire a été observée, et ce , 

même dans les cellules contrôles et avec les facteurs solubles dérivés des M0s 
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M2 (Figure 5.8). Cela indique que l'activation de la voie de signalisation de la 

p38 MAP-kinase est essentielle pour soutenir la croissance cellulaire des T24 

mais son effet ne semble pas relié au TNF-a puisque ce dernier n'est produit ni 

par les M0s M2, ni par les cellules contrôles. Il est possible que la résistance à 

l'apoptose induite par le TNF-a soit due à une mutation au niveau du gène 

suppresseur de tumeur p53. En effet, les cellules T24 possèdent un allèle de 

p53 qui contient une délétion de la tyrosine 126 [202]. Il a été démontré que 

cette mutation est impliquée dans la résistance à l'apoptose induite par la 

radiation [202] . p53 est connu pour pouvoir stopper le cycle cellulaire en 

réponse à des dommages à l'ADN et ensuite initier l'apoptose si les dommages 

ne peuvent être réparés. En tant que facteur de transcription , p53 induit 

l'expression de gènes pro-apoptotiques tels que Bax et Bid et réprime 

l'expression de gènes anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bei-xL. Il peut 

également catalyser directement l'activation des protéines Bax et Bak [203]. 

L'apoptose induite par p53 implique donc la voie intrinsèque. Cependant, il 

semble que l'apoptose induite par la famille des récepteurs TNF ne nécessite 

pas la présence d'un gène de p53 fonctionnel [204]. Il est donc peut probable 

que la mutation du gène de p53 chez les T24 soit responsable de leur 

résistance à l'apoptose induite par le TNF-a. La piste la plus intéressante qui 

reste à explorer serait la surexpression de protéines anti-apoptotiques sous le 

contrôle du facteur de transcription NF-KB. Il est connu que l'expression de 

protéines anti-apoptotiques tels que XIAP et A20 induite par NF- KB peut être à 

l'origine de la résistance à l'apoptose induite par le TNF-a [205]. Il serait donc 

intéressant de vérifier le statut de l'activation du NF-KB et l'expression des 

protéines XIAP et A20 chez les T24 en réponse aux facteurs solubles produits 

par les M0 M1 . 

Les facteurs solubles produits par les M0s M2 augmentent 

significativement la prolifération des cellules T24 (Figures 5.1 et 5.2). Ce résultat 

démontre bien que les M0s M2 sont en mesure de favoriser la croissance 

tumorale en sécrétant des facteurs qui ont un effet direct sur les cellules 
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cancéreuses. Cependant, dans la littérature, l'influence indirecte que peuvent 

exercer les M0s M2 sur la croissance tumorale semble être un facteur 

beaucoup plus déterminant dans la promotion de la progression tumorale. En 

effet, dans un contexte in vivo, les M0s M2 sont en mesure de favoriser la 

croissance tumorale en atténuant la réponse immunitaire anti-tumorale [206]. 

Dans le cas du cancer de la vessie , nous savons que le traitement au BCG 

induit une réponse immunitaire qui est en mesure d'éliminer les tumeurs . Bien 

que les mécanismes impliqués ne soient pas totalement compris, on sait que la 

production d'IL-12, de TNF-a et d'IFN-y par les M0s et les cellules Th1 est 

impliquée [153, 155]. Cependant , il fut observé qu 'une forte infiltration de TAMs 

au sein de la tumeur diminuait l'efficacité du traitement [156]. Cela suggère que 

les TAMs présents au sein de la tumeur affichent un phénotype 

immunosuppresseur et qu 'ils sont en mesure d'empêcher l'établissement d'une 

réponse immunitaire anti-tumorale efficace. 

L'IL-10 produite par les M0s M2 pourrait s'avérer un facteur clé impliqué 

dans l'inhibition de la réponse immunitaire par les M0s. L'IL-10, qui a d'abord 

été identifiée comme un facteur étant produit par les cellules Th2 , est connue 

pour inhiber la production de cytokines par les M0s et les cellules Th 1 [171 , 

172, 176]. De plus, cette cytokine contribue à l'inhibition de la capacité des M0s 

et des cellules dendritiques à présenter l'antigène aux cellules T en inhibant 

l'expression du CMH Il chez les cellules présentatrices d'antigène [177, 207]. 

L'IL-10 est produite spontanément par une grande variété de tumeurs et on croit 

qu 'elle possède un rôle important dans la suppression de la réponse 

immunitaire anti-tumorale [178]. Au niveau du cancer de la vessie , il fut 

récemment découvert que l'environnement tumoral était dominé par la présence 

des cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-13 [179] . Nos résultats 

confirment que l'ajout d'IL-1 0 prévient l'inhibition de la prolifération normalement 

observée dans les co-cultures T24/M1. Fait intéressant, l'IL-10 n'est pas en 

mesure de prévenir l'inhibition de prol ifération des cellules T24 induite par les 

facteurs solubles des M0s M1 , ce qui démontre que l'IL-10 agit sur les M0s M1 
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en atténuant leur potentiel cytotoxique mais n'affecte pas la résistance des 

cellules T24 aux facteurs solubles produits par les M0s M1 (Figures 5.4 et 5.5). 

Contrairement à l'IL-10 seule, l'ensemble des facteurs solubles produit par les 

M0s M2 étaient en mesure d'induire la résistance des cellules T24 à l' inhibition 

de la croissance cellulaire induite par les facteurs solubles produits par les M0s 

M1 (Figure 5.5). Cette résistance pourrait être conférée, du moins en partie, 

grâce à l'activation de la voie de signalisation p38 MAP-kinase chez les T24 en 

réponse aux facteurs solubles des M0s M2. La p38 MAP-kinase est associée à 

une augmentation de la croissance cellulaire dans le cancer de la vessie [208] 

Le TGF-~ , qui est produit par les M0s M2, est connu pour activer la voie de la 

p38 MAP-kinase [209]. Il serait donc intéressant de vérifier si le TGF-~ est en 

mesure d'activer la p38 MAP-kinase chez les cellules T24 et s'il peut induire la 

résistance des cellules T24 à l'effet cytotoxique des facteurs solubles produits 

par les M0s M1 . Quoiqu 'il en soit, nous pouvons conclure que les M0s M2 sont 

en mesure de protéger les cellules T24 de l'effet des M0s M1 , d'une part, en 

atténuant le potentiel cytotoxique des M0s M1 , et d'autre part, en induisant la 

résistance des cellules T24 à l'effet cytotoxique des M0s M1 . 

6.3 Influence des M0s polarisés sur l'invasion des cellules T24 

On sait que les TAMs favorisent la formation de métastases dans 

plusieurs types de tumeurs et, tel que décrit au chapitre 2, de nombreux 

mécanismes par lesquels les M0s peuvent favoriser l'invasion des cellules 

tumorales ont été décrits dans plusieurs types de tumeurs [99-107]. Dans le 

cancer de la vessie, malgré le fait qu 'il soit connu que la présence de TAMs au 

sein de l'environnement tumoral est associée à un plus grand potentiel 

métastatique [51], à notre connaissance, il n'existe aucune étude démontrant 

que les M0s sont en mesure de favoriser l'invasion des cellules tumorales de la 

vessie . Nos résultats indiquent que les facteurs solubles produits par les M0s 

M1 sont en mesure d'augmenter l'invasion des cellules T24 mais pas ceux 

produits par les M0s M2 (Figure 5.6). Les M0s M1 étant généralement 
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considérés comme anti-tumoraux alors que les M0s M2 sont considérés comme 

pro-tumoraux, ce résultat peut sembler quelque peu paradoxal. Cependant, 

plusieurs facteurs pro-inflammatoires produits par les M0s M1 ont déjà été 

associés à l'invasion tumorale. C'est notamment le cas du TNF-a [102]. Dans ce 

contexte , nous avons démontré que la ligation du TNF-a au TNF-R1 est requise 

pour permettre aux M0s M1 d'induire l'invasion des cellules T24 (Figure 5.7). 

En accord avec nos résultats, il a été rapporté que la coculture de M0s avec 

des cellules cancéreuses du sein ou de l'ovaire conduit à une augmentation de 

l' invasion des cellules tumorales in vitro [102, 103]. Dans cette étude, l'addition 

d'anticorps neutralisant le TNF-a a révélé que l'augmentation de l'invasion était 

dépendante de ce dernier. Les auteurs ont également démontré que le TNF-a 

induisait l'invasion des cellules cancéreuses en activant le facteu r de 

transcription NF-KB et en induisant la sécrétion des MMP-2 et MMP-9 [102, 

103]. 

Nous avons également observé que l'invasion induite par les facteurs 

solubles produ its par les M0s M1 est dépendante de l'activation de la voie de 

signal isation de la PI 3-kinase/Akt (Figure 5.8). En accord avec nos résultats, 

une étude récente a démontré que l'invasion de plusieurs lignées de cellules 

cancéreuses de la vessie , incluant les T24, est corrélée à une forte activation 

d'Akt et du récepteur de l'EGF (EGFR) [173]. En utilisant une approche 

expérimentale similai re à la nôtre, les auteurs ont montré que l'inhibition de la PI 

3-kinase réduit l'invasion des lignées de cancer de la vessie qui expriment le 

EGFR [173]. Par contre, à notre connaissance, il s'agit de la première fois qu 'il 

est rapporté que l'activation paracrine de la voie de signal isation de la PI 3-

kinase/Akt par des M0s pro-inflammatoires est impliquée dans la régulation de 

l'invasion de cellules tumorales. Pour compléter cette observation , il serait 

nécessaire de vérifier si l'activation d'Akt est induite par le TNF-a. Il a déjà été 

observé que le TNF-a est en mesure d'activer Akt dans des lignées cellulaires 

de cancer du sein [210]. Cela dit, comme il a déjà été rapporté que 

l'augmentation de l'invasion de cellules cancéreuses par le TNF-a est médié par 
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le NF-KB [102, 103], il serait également nécessaire de vérifier si l'activation du 

NF-KB est requ ise pour permettre l'invasion des cellules T24. 

6.4 Conclusion 

Pour remplir leurs rôles dans les réponses inflammatoires et 

immunitaires, les M0s ont la capacité d'adopter différents phénotypes, allant de 

pro-inflammatoire (M 1) à anti-inflammatoire (M2) . Alors que les M0s M 1 sont 

plutôt impliqués dans l'initiation de la réponse inflammatoire et de la réponse 

immunitaire conduisant à l'élimination des pathogènes et des cellules tumorales, 

les M0s M2 sont impliqués dans l'arrêt de la réponse inflammatoire et de la 

réparation tissulaire subséquente [58]. Au sein de la majorité des tumeurs, les 

TAMs sont connus pour faciliter la progression tumorale en stimulant 

l'angiogénèse, en favorisant la formation des métastases et en supprimant la 

réponse immunitaire anti-tumorale. Devant ce constat, l'équipe de Mantovani et 

ses collaborateurs ont émis l'hypothèse que les TAMs, sous l'influence des 

facteurs présents dans l'environnement tumoral , sont appelés à adopter un 

phénotype M2 [77] . Plusieurs études ultérieures sont venues appuyer cette idée 

que les TAMs présentent un phénotype immunorégulateur apparenté aux M0s 

M2 [160, 211-213] . Dans ce contexte , les résultats de notre étude confirment 

que les M0s M2 sont en mesure de favoriser la croissance des cellules 

tumorales du cancer de la vessie , mais surtout, qu'ils sont en mesure de 

contrecarrer l'effet cytotoxique des M0s M1. Cependant , nous avons également 

mis en évidence le fait que les M0s M1 , normalement considérés comme anti­

tumoraux, sont en mesure de favoriser l'invasion des cellules cancéreuses de la 

vessie, notamment, via l'activation du TNF-R1 et de la voie de signal isation PI 3-

kinase/ A kt. Bien que les T AMs soient généralement considérés comme étant 

des M0s M2, certaines évidences laissent croire que les M0s présents à la 

périphérie de la tumeur présentent un phénotype M1. Cette hypothèse est 

appuyée par une étude réalisée dans le cadre du cancer de la vessie. 

Takayama et ses collaborateurs ont évalué l'efficacité du traitement au BCG en 
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fonction du nombre de TAMs infiltrant la tumeur. Ils ont découvert que lorsque la 

masse tumorale était fortement infiltrée par les TAMs, le traitement au BCG 

devenait moins efficace. Par contre , si la lamina propria entourant la tumeur 

était fortement infiltrée par les TAMs, le traitement au BCG devenait plus 

efficace. Ces résu ltats suggèrent que les TAMs présents au sein de la tumeur 

préviennent la réponse immunitaire induite par le BCG et présentent donc un 

phénotype immunosuppresseur de type M2. Les TAMs infiltrant la lamina 

propria pourraient, quant à eux, participer à la réponse immunitaire induite par le 

BCG et présenteraient un phénotype de type M1 (voir figure 6.2). Les auteurs 

ont par la suite déterminé que le meilleur moyen d'établir un pronostic fiable 

était de faire le rapport des TAMs infiltrant la tumeur sur les TAMs infiltrant la 

lamina propria [156] . 

Épithélium vésical 
Lamina propria 

--
Figure 6.2: Disposition des TAMs au sein de l'environnement tumoral. 
On voit ici la tumeur (cellules tumorales en jaune). Les M0s M2 (jaune pâle) 
infiltrants la tumeur et les M0s M1 (vert) infiltrants la lamina propria entourant la 
tumeur. 
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Ce n'est pas la première étude qui suggère que les M0s présents à la 

périphérie de la tumeur présentent un phénotype pro-inflammatoire. En effet, 

une étude réalisée par Klimp et ses associés a montré que les M0s à la 

périphérie de tumeurs du tractus intestinal , du poumon et du sein exprimaient 

plus fortement l'enzyme iNOS, ce dernier étant exprimé par les M0s M1 [214]. 

Suite à ces observations, nos résultats suggèrent que les M0s M 1 présents à la 

périphérie de la tumeur pourraient participer activement au processus de 

migration et d'invasion des cellules du cancer de la vessie dans la mesure où 

les M0s M2 sont présents en assez grand nombre au sein de la tumeur pour 

empêcher l'établissement d'une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. À la 

suite de nos études, il apparaît que l'on pourrait cibler l'IL-1 0 de façon à inhiber 

l'effet immunosuppresseur des TAMs, ce qui pourrait augmenter l'efficacité de la 

thérapie au BCG. 

À long terme, une plus grande connaissance des mécanismes 

conduisants le système immunitaire à favoriser la progression tumorale ou à 

contribuer à l'élimination de la tumeur pourrait permettre d'identifier de nouvelles 

cibles et donner naissance à de nouvelles stragégies permettant d'augmenter 

l'efficacité des traitements déjà existants. 
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