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Le microenvironnement
sinusoidal controle

la mise en place

et la différenciation

des macrophages ganglionnaires
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Les sinus lymphatiques

sont des unités fonctionnelles

du ganglion lymphatique

La fonction principale du ganglion
lymphatique est de drainer la lymphe
des tissus périphériques et d’en filtrer
des antigenes ou des microorganismes
infectieux. Leur capture contribue a
tolérer les antigénes du soi ou @ amor-
cer une réponse immunitaire. Afin de
faciliter les rencontres entre les cellules
et d’augmenter I'efficacité des réac-
tions immunitaires, le ganglion lym-
phatique est divisé en plusieurs zones
fonctionnelles (Figure 1). Le paren-
chyme, qui contient notamment les cel-
lules mésenchymateuses et les cellules
endothéliales lymphatiques, controle
I’organisation des différents types cel-
lulaires en sécrétant des chimiokines,
en produisant des facteurs d’adhérence
cellulaire et en régulant le flux lympha-
tique. Le sinus sous-capsulaire per-
met a la lymphe afférente de distribuer
les petites molécules a I'intérieur du
ganglion, alors que les particules trop
grandes pour les étroits conduits de
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I’organe sont captées par les macro-
phages. €n effet, sous le « plancher »
sinusoidal se trouvent les macrophages
du sinus sous-capsulaire (SSM, sub-
capsular sinus macrophages). Les SSM
forment un réseau dense, étroitement
lié¢ a I’endothélium lymphatique et
soutenu par les cellules mésenchyma-
teuses (MRC, marginal reticular cells)
bordant les follicules B (Figure 1). De
facon analogue, les macrophages de la
zone médullaire (MSM, medullary sinus
macrophages) sont en contact avec
les cellules endothéliales lymphatiques
formant le sinus médullaire. Les SSM
participent a la défense anti-virale en
produisant I'interféron de type | et des
cytokines inflammatoires stimulant
IPactivité des cellules immunitaires
[1]. De plus, les antigénes pénétrant
dans le ganglion par transcytose au
travers des SSM sont ensuite capturés
par les lymphocytes B afin de déclen-
cher la réponse humorale. €n capturant
les cellules cancéreuses métastatiques
ou leurs fragments cellulaires, les SSM
peuvent aussi jouer un role dans la
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réponse anti-tumorale [2]. La fonction
des MSM est également de phagocyter
les antigenes et d’éliminer les microor-
ganismes infectieux. Par ailleurs, il est
probable qu’ils contribuent a la diffé-
renciation des lymphocytes B en plas-
mocytes [3].

Quelle est le rdle

du microenvironnement sinusoidal dans
la différenciation des macrophages ?

La diversité phénotypique et fonction-
nelle des macrophages résidant dans
les tissus ne résulte pas d’une grande
variété de précurseurs. Selon le concept
de niche cellulaire, les différents types
de macrophages résidents résultent des
multiples signaux qui émanent des cel-
lules avoisinantes, et sont donc spéci-
fiques d’un organe donné [4]. Consi-
dérant I'importance des macrophages
sinusoidaux, nous avons voulu com-
prendre comment leur mise en place et
leur différenciation sont controlées, et
nous nous sommes donc intéressés aux
cellules endothéliales lymphatiques et
aux cellules mésenchymateuses. Les
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Figure 1. Différenciation des macrophages sinusoidaux ganglionnaires par les cellules stromales et [’axe de signalisation RANKL-RANK. Le ganglion

lymphatique est structuré en compartiments. Les lymphocytes B sont groupés en follicules, se distinguant des zones riches en lymphocytes T et en

cellules dendritiques (dendritic cells, DC). Les vaisseaux lymphatiques afférents et efférents forment des cavités, respectivement nommées sinus

sous-capsulaire et sinus médullaire. Le « plafond » (ceiling ; face externe) et le « plancher » (floor ; face interne) du sinus sous-capsulaire sont

constitués de cellules endothéliales lymphatiques (lymphatic endothelial cells, LEC). Les macrophages du sinus sous-capsulaire (subcapsular

sinus macrophages, SSM) et les macrophages de la zone médullaire (medullary sinus macrophages, MSM) sont en contact avec les cellules lympha-

tiques. La couche des SSM est soutenue par des cellules mésenchymateuses (marginal reticular cells, MRC, aprés la naissance, ou lymphoid tissue

organizer, LT0, chez I’embryon). RANKL est exprimé par les cellules mésenchymateuses, et sa liaison au récepteur RANK active la voie de signalisa-

tion RANKL-RANK dans les LEC et les macrophages sinusoidaux. Les cellules folliculaires dendritiques (follicular dendritic cells, FDC) jouent un rdle

important dans la formation des follicules B et la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et lymphocytes B a mémoire.

MRC, tout comme leurs précurseurs
embryonnaires présumés, les cellules
organisatrices des tissus lymphoides
(lymphoid tissue organizer, LT0), se
caractérisent par I"expression de RANKL
(receptor activator of NF-KB ligand),
un membre de la famille des facteurs
de nécrose tumorale (tumor necrosis
factor, TNF) [5]. RANKL, en activant la
signalisation de son récepteur RANK, est
connu pour promouvoir la différencia-
tion des ostéoclastes, des macrophages
spécialisés dans la résorption osseuse.
Cependant, RANK est également exprimé
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par divers autres types cellulaires,
notamment par de nombreuses cellules
myéloides, ce qui nous a incités a postu-
ler son implication dans la différencia-
tion des macrophages sinusoidaux [6].

RANKL induit la différenciation

des SSM

Nous avons d’abord généré des souris
mutantes chez lesquelles le géne Rankl
est spécifiquement invalidé dans les LTO
et les MRC. Ces cellules restent cepen-
dant présentes et fonctionnelles, et les
ganglions lymphatiques se développent

normalement. €n revanche, le nombre
des SSM et des MSM est fortement réduit.
€tant donné que les macrophages sinu-
soidaux expriment RANK, nous nous
sommes demandé si un défaut de signa-
lisation directe pourrait étre a I’origine
de leur raréfaction chez ces souris. Nous
avons donc généré des souris invalidées
pour le géne Rank dans tous les macro-
phages sinusoidaux. Alors que I'invali-
dation du gene concernait a la fois les
SSM et les MSM, seuls les SSM étaient
absents chez ces souris, et leur zone
habituelle de résidence était occupée



par des cellules semblables aux MSM, ce
qui indiquait que seule la différenciation
des SSM requiert la signalisation directe
par RANKL.

La niche des macrophages sinusoidaux
est confectionnée par des cellules
endothéliales lymphatiques activées
par RANKL

Ces résultats indiquent des fonctions de
RANKL au-dela de son action directe sur
la différenciation des SSM. Nous avions
déja montré que les cellules endothé-
liales lymphatiques sont sensibles a
RANKL, qui est nécessaire, entre autres,
a leur expression de MAACAM-1 (muco-
sal vascular addressin cell adhesion
molecule 1) [7]. Nous avons donc voulu
savoir si cette activation par RANKL était
a lorigine de signaux pouvant affecter
les deux types de macrophages sinu-
soidaux. Linvalidation de Rank a été
induite spécifiquement dans les cellules
endothéliales lymphatiques exprimant la
recombinase Cre activée par le tamoxi-
fene. Comme nous le supposions, lorsque
ces cellules ne peuvent plus étre activées
via RANK, la présence des deux types de
macrophages sinusoidaux, SSM et MSM,
est fortement réduite, sans qu’ils soient
remplacés par un autre type de macro-
phages. De plus, alors que cette inva-
lidation de Rank induite par le tamoxi-
fene conduit, quel que soit I’dge, a une
absence d’activation de I’endothélium
lymphatique, la disparition des macro-
phages n’est visible qu’en cas d’admi-
nistration du tamoxifene avant la nais-
sance ou dans la limite de deux semaines
post-natales. Ce résultat est compatible
avec une origine embryonnaire des pré-
curseurs des macrophages sinusoidaux,
et leur remplacement partiel apres la
naissance [8]. Ces résultats montrent
donc que les cellules endothéliales lym-
phatiques activées par RANK participent
a la création d’une niche accueillant les
précurseurs des macrophages. €n outre,
ils prouvent I'importance de "expression
de RANKL par les LTO au stade embryon-
naire, puis, plus tardivement, par les
MRC.
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Afin de déterminer la nature des signaux
induits par I'activation de RANK, nous
avons réalisé une analyse du transcrip-
tome des cellules endothéliales lym-
phatiques, qui a révélé la production
de chimiokines et de molécules d’adhé-
rence cellulaire, suggérant un recrute-
ment et une rétention de précurseurs
des macrophages. £n effet, I’analyse des
ganglions primordiaux d’embryons de
souris mutants dépourvus de RANK dans
’endothélium lymphatique a mis en évi-
dence une forte réduction du nombre des
cellules CD11b* susceptibles de se dif-
férencier en macrophages sinusoidaux.
Mais le transcriptome endothélial com-
porte également une signature génétique
suggérant une influence directe sur la
différenciation des macrophages.

Impact sur la réponse immunitaire

La niche que nous avons mise en évi-
dence conserve-t-elle une fonction
similaire en dehors du développe-
ment périnatal des macrophages sinu-
soidaux ? Puisque, chez I’adulte, on
observe une déplétion de ces macro-
phages en réponse a une inflammation
ganglionnaire, nous avons injecté un
adjuvant (ADN synthétique contenant
des dinucléotides CpG non méthylés,
activateurs du récepteur de type Toll
TLRY, ce qui déclenche une réponse pro-
inflammatoire) puis inactivé RANK dans
les cellules endothéliales lymphatiques.
Nous avons constaté que le réseau des
macrophages, reconstitué normalement
chez les souris témoins, n’est que par-
tiellement rétabli en absence d’une
activation de I’endothélium via RANK.
Afin de transposer ces observations
dans le contexte d’une réponse immu-
nitaire, nous avons infecté les souris
avec le virus de la vaccine modifié de
type Ankara (MVA), et mesuré 'activa-
tion des lymphocytes B. Chez les souris
dépourvues de RANKL dans les LTO/
MRC ou de RANK dans les cellules endo-
théliales lymphatiques, la réaction du
centre germinatif des ganglions lym-
phatiques et la production de plasmo-
cytes étaient fortement réduites.

Perspectives

€n conclusion, I"axe de signalisation
RANKL-RANK mis en place entre les cel-
lules mésenchymateuses et les cellules
endothéliales lymphatiques intervient
dans la création d’une niche pour les
macrophages sinusoidaux du ganglion
lymphatique et leurs précurseurs. De plus,
cet axe relie également cellules mésen-
chymateuses et précurseurs myéloides, et
participe a la différenciation de ces der-
niers en SSM (Figure 1). Ces découvertes
souléevent de nombreuses questions. Bien
que I'apport du stroma mésenchymateux
RANKL* ait été clairement démontré au
cours du développement précoce, il laisse
ouverte la possibilité d’une contribu-
tion d’autres types cellulaires exprimant
RANKL dans le contexte de la réparation
du réseau des macrophages sinusoidaux
apres inflammation. Les lymphocytes T
CD4* et CD8" activés expriment RANKL,
tout comme les cellules lymphoides
innées de type 3. Par ailleurs, on retrouve
chez I’homme des lymphocytes B expri-
mant RANKL, plus abondants chez les
patients atteints d’arthrite rhumatoide
[9]. Les lymphocytes B pourraient donc
€tre en mesure de constituer un environ-
nement favorable aux SSM. Finalement,
alors que RANKL était principalement
connu pour son réle dans I"ostéoclas-
togenese et le controle de la croissance
osseuse, nos travaux de recherche per-
mettent d’envisager des applications
potentielles en immunothérapie. ¢

The sinusoidal microenvironment
regulates the niche

and the differentiation of lymph

node macrophages
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