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“You must do the thing you think you cannot do.” 

 Eleanor Roosevelt 

 

 « Le meilleur moyen de réaliser l’impossible est de croire que c’est possible. » 
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Tumors are characterized by the presence of malignant and non- malignant cells, such as 

immune cells including macrophages which are preponderant. Macrophages impact the 

efficacy of chemotherapy and may lead to drug resistance. In this context and based on our 

previous works, we investigated the ability to reactivate macrophages, using a proprotein 

convertases inhibitor. Proportion convertases process immature proteins into functional 

proteins, several of them having a role in immune cells activation and tumorigenesis. 

Macrophages were treated with a peptidomimetic inhibitor targeting Furin, PC1/3, PC4, 

PACE4 and PC5/6. Their anti-glioma activity was analyzed by mass spectrometry-based 

proteomics and viability assays in 2D and 3D in vitro cultures. Comparison with Temozolomide, 

the drug used for glioma therapy, established that the inhibitor was more efficient for the 

reduction of cancer cell density. The inhibitor was also able to reactivate macrophages 

through the secretion of several immune factors with antitumor properties. Moreover, two 

proteins considered as good glioma patient’s survival indicators were also identified in 3D 

cultures treated with the inhibitor. Finally, we established that the proprotein convertases 

inhibitor has a dual role as anti-glioma drug and anti-tumoral macrophages’ reactivation drug. 

This strategy could be used together with chemotherapy to increase therapy efficacy in 

glioma. 

Molecular Therapy: Oncolytics (2020), doi: https://doi.org/10.1016/j.omto.2020.03.005 
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High grade gliomas are the most common brain tumors in adult. These tumors are 

characterized by a high infiltration in microglial cells and macrophages. The 

immunosuppressive tumor environment is known to orient immune cells toward a pro-

tumoral and anti-inflammatory phenotype. Therefore, the current challenge for cancer 

therapy is to find a way to reorient macrophages toward an antitumoral phenotype. 

Previously, we demonstrated that macrophages secreted antitumoral factors when they were 

invalidated for the proprotein converstase 1/3 (PC1/3) and treated with LPS. However, 

achieving an activation of macrophages via LPS/TLR4/Myd88-dependent pathway appears yet 

unfeasible in cancer patients. On the contrary, the antitumor drug Paclitaxel is also known to 

activate the TLR4 MyD88-dependent signaling pathway and mimics LPS action. Therefore, we 

evaluated if PC1/3 knock-down (KD) macrophages could be activated by Paclitaxel and 

efficient against glioma. We report here that such a treatment of PC1/3 KD macrophages 

drove to the overexpression of proteins mainly involved in cytoskeleton rearrangement. In 

support of this finding, we found that these cells exhibited a Ca2+ increase after Paclitaxel 

treatment. This is indicative of a possible depolymerization of microtubules and may therefore 



VII 
 

reflect an activation of inflammatory pathways in macrophages. In such a way, we found that 

PC1/3 KD macrophages displayed a repression of the anti-inflammatory pathway STAT3 and 

secreted more pro-inflammatory cytokines. Extracellular vesicles isolated from these PC1/3 

KD cells inhibited glioma growth. Finally, the supernatant collected from the coculture 

between glioma cells and PC1/3 KD macrophages contained more antitumoral factors. These 

findings unravel the potential value of a new therapeutic strategy combining Paclitaxel and 

PC1/3 inhibition to switch macrophages toward an antitumoral immunophenotype. 

Mol Cell Proteomics. 2018 Jun;17(6):1126-1143. doi: 10.1074/mcp.RA117.000443 

 

Deciphering molecular consequences of the proprotein convertase 1/3 inhibition in 

macrophages for application in anti-tumour immunotherapy. 
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Inserm U-1192, Laboratoire de Protéomique, Réponse Inflammatoire, Spectrométrie de 

Masse (PRISM), Université Lille 1, Cité Scientifique, 59655 Villeneuve D’Ascq, France  

During tumour development, macrophages are recruited to the tumour site and orientated 

towards an anti-inflammatory phenotype. Due to their immunosuppressive function, tumour 

associated macrophages (TAMs) are recognized as major components in tumour progression. 

Changing these macrophages to a pro-inflammatory phenotype is thus extensively studied as 

a potential means for developing novel anti-tumour therapy. In this context, we found that 

the Proprotein convertase 1/3 (PC1/3) is a relevant target. Proteomic analysis reveals that 

PC1/3 knockdown (KD) macrophages present all the characteristic of activated pro-

inflammatory macrophages. Moreover, in PC1/3 KD macrophages, TLR4 and TLR9 signaling 

pathways can be enhanced leading to the secretion of pro-inflammatory factors and anti-

tumour factors. To develop an efficient anti-tumour immunotherapy, we may (i) target TAMs 

directly inside the tumour site for PC1/3 inhibition and TLR activation and used them as 

"Trojan macrophages" or (ii) directly take advantage of PC1/3 inhibited macrophages and use 

them as "drone macrophages" by activating them "at distance" with a TLR ligand. Therefore, 

PC1/3 inhibited macrophages constitute an innovative cell therapy to treat tumours 

efficiently. 

J Biotechnol. 2018 Sep 20;282:80-85. doi: 10.1016/j.jbiotec.2018.07.002. 
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We report, for the first time, the detection and specific localization of long-chain acylcarnitines 

(LC ACs) along the lesion margins in an experimental model of spinal cord injury (SCI) using 3D 

mass spectrometry imaging (MSI). Acylcarnitines palmitoylcarnitine (AC(16:0)), 

palmitoleoylcarnitine (AC(16:1)), elaidic carnitine (AC(18:1)) and tetradecanoylcarnitine 

(AC(14:1)) were detected as early as 3 days post injury, and were present along the lesion 

margins 7 and 10 days after SCI induced by balloon compression technique in the rat. 3D MSI 

revealed the heterogeneous distribution of these lipids across the injured spinal cord, 

appearing well-defined at the lesion margins rostral to the lesion center, and becoming 

widespread and less confined to the margins at the region located caudally. The assigned 

acylcarnitines co-localize with resident microglia/macrophages detected along the lesion 

margins by immunofluorescence. Given the reported pro-inflammatory role of these 

acylcarnitines, their specific spatial localization along the lesion margin could hint at their 

potential pathophysiological roles in the progression of SCI. 

Sci Rep. 2018 Oct 31;8(1):16083. doi: 10.1038/s41598-018-34518-0. 
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Therapeutic anti-glioma effect of the combined action of PCSK inhibitor with the anti-
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Macrophages plasticity is a key feature in cancer progression. Neoplastic cells can alter their 

immune functions and orient them into a pro-tumoral phenotype. In this context and based 

on our previous work, we developed a new therapeutic strategy to switch macrophages 

phenotype and reactivate their anti-tumoral functions. In this context, we previously showed 

a dual activity of a proprotein convertases inhibitor as anti-glioma drug and anti-tumoral 

macrophages’ reactivation drug. Proprotein convertases are proteases that cleave proteins 

into functional proteins. Several of their substrates are involved in tumorigenesis and 

immunosuppression. In this study, we decided to combine proprotein convertases inhibitor 

with Poly (I:C), a TLR3 ligand, to increase the anti-tumoral activity of macrophages. With mass 

spectrometry-based proteomics we could establish that a stimulation of macrophages with 

Poly (I:C) increased their secretion of pro-inflammatory cytokines and anti-tumoral factors. 3D 

invasion assay showed the efficacy of these anti-tumoral factors against mixed glioma cells 

and macrophages spheroids. Besides, immunofluorescence and proliferation assays showed 

an additive effect of the proprotein convertases inhibitor and the anti-tumoral factors 

secreted by Poly (I:C)-treated macrophages on both anti-glioma activity and macrophages 

anti-tumoral orientation leading to an innovative glioma therapy. 

Soumis à Oncogene le 28.07.2020 
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AVANT-PROPOS 

Selon le Global Cancer Observatory, près de 300.000 nouveaux cas de tumeurs 

cérébrales ont été recensés à travers le monde en 2018 (GLOBOCAN, 2018). Les gliomes, ou 

tumeurs gliales, représentent plus de 80% des tumeurs cérébrales malignes (Ostrom et al., 

2019). Différents grades sont décrits en fonction de la morphologie, du degré de malignité et, 

plus récemment, du profil moléculaire de la tumeur (Louis et al., 2016). Les glioblastomes sont 

le grade le plus commun et le plus agressif des gliomes. Ce sont des tumeurs très hétérogènes, 

hautement invasives, immunosuppressives et incurables. Malgré les différents traitements 

utilisés tels que la résection chirurgicale, la chimiothérapie et la radiothérapie, la médiane de 

survie des patients atteints de glioblastome n’excède pas 17 mois. Pour pallier à ce mauvais 

pronostic, de nouveaux traitements et de nouvelles stratégies thérapeutiques émergent et 

sont à l’étude. Malheureusement, la majorité d’entre elles ont échoué en essais cliniques de 

phase II puisqu’aucune ne conduit à une augmentation significative de la survie des patients 

(Taylor et al., 2019). Les caractères immunosuppresseurs et invasifs des glioblastomes, 

rendent impossible leur éradication totale. En effet, les cellules cancéreuses parviennent à 

contourner le système immunitaire afin d’échapper à la réponse immunitaire. De plus, la 

tumeur utilise les cellules immunitaires pour accroitre son développement. L’immunothérapie 

apparaît alors comme une nouvelle approche thérapeutique. Plusieurs stratégies ont vu le 

jour, allant de la vaccination à la thérapie cellulaire en passant par l’inhibition de points de 

contrôle de l’immunité. Toutes ces stratégies ont en commun l’objectif de contrecarrer 

l’immunosuppression présente au sein de la tumeur et ainsi la rendre vulnérable au système 

immunitaire. Pour le moment, bien que quelques stratégies soient encore à l’étude, aucune 

ne présente une avancée majeure dans le traitement des glioblastomes (Weller and Le Rhun, 

2019). 

Par leur rôle clé dans l’immunité innée, leur plasticité et étant l’une des cibles 

principales des cellules cancéreuses, les macrophages sont une cible de choix des nouvelles 

stratégies thérapeutiques émergentes. Les macrophages infiltrés au sein de la tumeur, 

appelés « Tumor Associated Macrophages » (TAMs), représentent une grande part des 

cellules du microenvironnement tumoral. Ils correspondent, par exemple, à 30% de la masse 

tumorale d’un glioblastome. De plus, une haute densité de macrophages est souvent associée 

à un mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers, dont le glioblastome (Franklin and Li, 
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2016). En effet, certaines cellules constitutives de la tumeur vont sécréter des facteurs anti-

inflammatoires tels que l’IL-10 ou le TGF-β ainsi que des signaux de dangers endogènes 

comme la calréticuline et HMGB1. L’ensemble de ces facteurs créé un environnement 

immunosuppresseur qui a la capacité d’orienter les macrophages infiltrés vers un phénotype 

avantageux pour le développement tumoral (Mantovani et al., 2017). Les macrophages sont 

une population cellulaire très hétérogène et présentent une plasticité phénotypique leur 

permettant de répondre à un grand éventail de stimuli et de conditions environnementales 

(Franklin and Li, 2016). Deux phénotypes majoritaires ont été décrits in vitro : (i) le phénotype 

pro-inflammatoire et anti-tumoral M1 caractérisé, entre autres, par la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL6, l’IL2 ou encore le TNF-α et (ii) le phénotype anti-

inflammatoire et pro-tumoral M2 qui, quant à lui, est caractérisé par la sécrétion de cytokines 

anti-inflammatoires telles que l’IL4, le TGF-β ou l’IL10. Les macrophages pro-inflammatoires 

M1 et anti-inflammatoires M2 ont des rôles opposés au sein de la tumeur. Tandis que les 

premiers inhibent la croissance tumorale, les seconds vont la promouvoir en participant à de 

nombreux processus du développement tumoral (Mantovani et al., 2017) et en inhibant la 

réponse anti-tumorale des cellules immunitaires telles que les lymphocytes T, B et les cellules 

natural killer (Schmid and Varner, 2010). Il est donc indispensable que les macrophages 

conservent un phénotype M1, anti-tumoral, au sein des tumeurs pour qu’ils puissent exercer 

leurs fonctions phagocytaires et réactiver la réponse cytotoxique des cellules T. 

L’objectif de ce projet porte donc sur la possibilité de réactiver le système immunitaire 

au sein même de la tumeur. La stratégie envisagée implique l’inhibition d’enzymes appelées 

proprotéines convertases (PCs). Les PCs sont une famille de 9 protéases à sérine comprenant 

PC1/3, PC2, furine, PC4, PC5/6, PACE4, PC7, SKI-I et PCSK9 codées par 9 gènes pcsk1 à 9. Leur 

principale fonction est le clivage de précurseurs protéiques entrainant ainsi l’activation, 

l’inactivation ou encore des changements fonctionnels des protéines cibles. Certaines d’entre 

elles, telles que la furine, PC5/6 ou PC7 ont une expression ubiquitaire (Seidah and Prat, 2012). 

D’autres ont une expression plus spécifique, à l’instar de PC1/3 qui est exprimée par les 

cellules neuroendocrines et par les cellules du système immunitaire comme les macrophages 

(Lansac et al., 2006). Ces enzymes sont déterminantes dans le maintien de l’homéostasie mais 

également dans le développement tumoral. En effet, certaines PCs sont connues pour être 

surexprimées dans différents types de cancers telles que la furine et PACE4 dans le cancer du 
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poumon (Bassi et al., 2000) ou encore PC1/3 et PC2 dans les adénomes hypophysaires 

(Artenstein and Opal, 2011). De plus, un grand nombre de leurs substrats est impliqué dans la 

croissance tumorale tels que des facteurs de croissance qui facilitent la prolifération cellulaire 

ou encore des enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire, facilitant ainsi l’invasion des 

tissus environnants (Artenstein and Opal, 2011). Des études protéomiques réalisées au sein 

du laboratoire ont révélé une augmentation de la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires 

par la lignée de macrophages alvéolaires de rat NR8383 invalidée pour PC1/3 (PC1/3 Knock 

Down, KD). Cet effet est accentué par l’activation des récepteurs TLRs, notamment du 

récepteur TLR4. L’activation de ce récepteur dans ces macrophages conduit également à la 

sécrétion de facteurs chimioattractifs de lymphocytes T auxiliaires, responsables de 

l’activation d’autres types de cellules immunitaires. Des facteurs anti-tumoraux, actifs contre 

les lignées cellulaires humaines de cancers du sein SKBR3 et de l’ovaire SKOV3, sont aussi 

sécrétés par les macrophages PC1/3 KD suite à une stimulation au LPS. (Duhamel et al., 2015, 

2016b, 2016a). Ces observations laissent supposer que l’inhibition de PC1/3 couplée à la 

stimulation du TLR4 conduit à l’induction d’un phénotype pro-inflammatoire et anti-tumorale 

des macrophages. PC1/3 et les TLRs sont ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques pour la 

reprogrammation des macrophages au sein des tumeurs. Cette stratégie thérapeutique 

pourrait donc être adéquate dans le cadre des gliomes dans lesquels la proportion de 

macrophages est très élevée et associée à un mauvais pronostic (Chen et al., 2017).  

Ce projet a donc pour ambition la reprogrammation des macrophages vers un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral dans le cadre des gliomes. 

Ainsi, dans la première partie de ce projet, l’inhibition de PC1/3 associée à la 

stimulation du TLR4 a été testée en tant que thérapie potentielle contre les gliomes. Pour cela, 

la lignée NR8383 invalidée ou non pour PC1/3 a de nouveau été utilisée. Le LPS, très 

immunogène, ne peut être utilisé en thérapie. Il a donc été remplacé par un ligand stérile du 

TLR4, le Paclitaxel. L’impact de ce dernier sur le protéome et l’activité sécrétoire de ces 

macrophages a été exploré par des études protéomiques. Des tests biologiques in vitro ont 

ensuite été réalisés sur la lignée cellulaire de gliome de rat C6 et ce, en culture 2D et sur des 

modèles 3D de co-culture avec les macrophages. Ces tests ont permis de mettre en évidence 

l’effet anti-tumoral qu’exerce le Paclitaxel sur la croissance et l’invasion des cellules de 

gliomes de manière directe et indirecte en induisant la sécrétion de protéines pro-
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inflammatoires et anti-tumorales par les macrophages. Enfin, l’étude approfondie du 

sécrétome des macrophages a permis de démontrer que les vésicules extracellulaires qu'il 

contient porte cette activité anti-tumorale. C’est ainsi qu’est né le projet MACBETH 

(Macrophages BoostEd Therapy). 

De récents travaux ont démontré que PC1/3 n’est pas la seule PC impliquée dans la 

régulation de la réponse immunitaire. En effet, la furine présente des fonctions anti-

inflammatoires. Son inhibition au sein de macrophages conduit à l’augmentation de 

l’expression de gènes codants pour Nos2, marqueur de phénotype pro-inflammatoire et pour 

les cytokines pro-inflammatoires Tnf-α et Il-6 (Cordova et al., 2016). De plus, l’unité a révélé 

l’implication de plusieurs PCs dans différents types de cancers, notamment de PACE4 dans le 

cancer de la prostate (D’Anjou et al., 2011) et de l’ovaire (Longuespée et al., 2014). Face à ces 

observations, une stratégie d’inhibition de plusieurs PCs avec l’utilisation d’un inhibiteur 

commercial ciblant plusieurs enzymes (Furine, PACE4, PC1/3, PC4, PC5/6) a été envisagée. 

L’objectif de la deuxième partie de ce projet est d’impacter à la fois les cellules cancéreuses 

et les macrophages à travers l’inhibition de PC1/3, de la furine et d’autres PCs. Les lignées 

cellulaires C6 et NR8383 de type sauvage ont été utilisées pour cette étude. Dans un premier 

temps, l’activité anti-tumorale de l’inhibiteur de PCs a été mise en évidence par des tests de 

prolifération et d’invasion sur des modèles de culture 2D et de co-culture 3D. L’impact de cet 

inhibiteur sur les profils protéiques des cellules cancéreuses et des macrophages, en co-

cultures ou non, a été étudié par analyses protéomiques. Une orientation des macrophages 

vers un phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral a ainsi pu être observée. De plus, 

l’inhibition de PCs au sein des cellules cancéreuses diminue leur propriété 

immunosuppressive. 

La dernière partie de ce projet s’est focalisée sur l’amplification du ralentissement du 

développement tumoral et de la reprogrammation des macrophages provoquée par 

l’inhibiteur de PCs. En effet, de précédentes études ont démontré que l’activité anti-tumorale 

exercée suite à l’inhibition de PC1/3 au sein des macrophages est accentuée lorsque le TLR4 

est activé (Duhamel et al., 2015, 2018). Ainsi, l’inhibiteur de PCs a été couplé avec le Poly (I:C), 

ligand du TLR3 ayant déjà démontré une activité anti-tumorale au sein de gliomes (Kees et al., 

2012). Des analyses protéomiques ont, comme précédemment avec l’inhibiteur de PCs, 

permis d’étudier le profil protéique des macrophages après une stimulation au Poly (I:C) 
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associée ou non à l’inhibiteur de PCs. L’efficacité de l’association de l’inhibiteur de PCs et de 

la stimulation du TLR3 par le Poly (I:C) a ensuite été examinée par des tests in vitro de 

prolifération et d’invasion sur des modèles de culture 2D et de co-culture 3D. Ceci a permis de 

mettre en évidence l’activité anti-tumorale de l’inhibiteur de PCs et des facteurs sécrétés par 

les macrophages stimulés au Poly (I:C). L’ensemble des résultats de ce projet a permis de 

mettre en évidence l’importance des PCs, notamment de PC1/3 et de la furine, dans 

l’orientation des macrophages vers un phénotype M1 pro-inflammatoire et anti-tumoral. 

L’inhibition de PCs par un inhibiteur peptidomimétique associée à la stimulation du TLR3 

semble être une stratégie anti-cancéreuse intéressante dans le cadre des gliomes. 
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ETAT DE L’ART 

1 Les glioblastomes 

Il existe plus de 100 types distincts de tumeurs cérébrales primitives du système 

nerveux central (SNC) (Louis et al., 2016). Les tumeurs cérébrales les plus fréquentes sont les 

méningiomes, les tumeurs de la tige pituitaire et les glioblastomes. Les gliomes, ou tumeurs 

gliales, sont des tumeurs très hétérogènes. Elles sont caractérisées par une morbidité et une 

mortalité très élevées et elles représentent plus de 80% des tumeurs cérébrales malignes 

(Ostrom et al., 2019). Différents grades sont décrits en fonction de la morphologie et du degré 

de malignité. Les glioblastomes (GBMs), grade le plus élevé des gliomes, sont les tumeurs 

primaires cérébrales les plus fréquentes et les plus létales. Ils représentent 75% des gliomes 

et les patients présentent une médiane de survie de 17 mois (Molinaro et al., 2019). Ce sont 

des tumeurs très invasives, récurrentes et essentiellement incurables. Ils représentent donc 

un enjeu thérapeutique majeur.  

1.1 Epidémiologie 

Les gliomes représentent 25,5% des tumeurs du SNC et plus de 80% des tumeurs 

malignes du SNC. Environ 60% des gliomes sont retrouvés dans les lobes frontal, temporal, 

pariétal et occipital. Le GBM représente 57% des gliomes et presque la moitié des tumeurs 

malignes du SNC (Figure 1). Un total de 59 164 patients atteints de GBM a été enregistré entre 

2012 et 2016 aux Etats-Unis, avec une moyenne annuelle de 11 833 cas et un taux d’incidence 

de 3,22 cas pour 100 000 habitants (Ostrom et al., 2019). 
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Figure 1 : Représentation simplifiée de l’incidence des tumeurs cérébrales (A) et des tumeurs gliales 

malignes (B) chez l’adulte adaptée de Lapointe, Perry, and Butowski 2018 et Ostrom et al. 2019. 

Le taux d’incidence des GBMs diffère selon l’âge, le sexe et l’origine ethnique. Il 

augmente avec l’âge, comprenant un pic entre 65 et 84 ans, la médiane d’âge de diagnostic 

étant de 65 ans. Les hommes présentent 1,58 fois plus de risques que les femmes de 

développer un GBM et ce, quel que soit l’âge (Ostrom et al., 2019). Une différence évidente 

est également constatée entre les différentes origines ethniques. En effet, les populations 

européennes et américaines présentent deux fois plus de risque que les populations africaines 

et asiatiques de développer un GBM (Molinaro et al., 2019). 

Ces nombreuses différences d’incidence suggèrent une implication génétique et 

environnementale dans le développement de tumeurs cérébrales telles que les GBMs.  

1.2 Physiopathologie 

Facteurs de risques 

Les facteurs de risques influant sur le développement des gliomes sont très peu décrits. 

Seuls quelques facteurs environnementaux ont été explorés. L’exposition aux rayons ionisants 

est le seul facteur environnemental non controversé à ce jour. En effet, une exposition du 

cerveau à des rayons ionisants, surtout durant l’enfance, augmenterait le risque de 

développer un gliome de 2,6%. Ces observations ont été réalisées sur des patients traités avec 
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de faibles doses de radiothérapie pour la teigne du cuir chevelu et sur des enfants ayant subi 

plusieurs scans du cerveau. Les individus exposés aux rayons ionisants suite aux 

bombardements atomiques d’Hiroshima et de Nagasaki présentent également une 

augmentation du risque de développer un gliome (Vienne-Jumeau et al., 2019). 

D’autres facteurs environnementaux restent à l’étude comme les radiofréquences 

émises par divers appareils tels que les téléphones mobiles, les radios, les réseaux sans fil ou 

encore les micro-ondes. Beaucoup de ces recherches se focalisent sur le téléphone mobile qui 

est utilisé à proximité de la tête et donc du cerveau (Vienne-Jumeau et al., 2019). Cependant, 

malgré ces nombreuses études, aucun rôle des radiofréquences n’a pu être établi dans le 

développement de gliomes à ce jour (Lapointe et al., 2018).  

Les nitrosamines sont d’autres facteurs pouvant être liés à l’étiologie de la pathologie. 

Ce sont des composés pouvant être retrouvés dans le tabac, les cosmétiques ou encore dans 

les aliments traités avec du nitrite de sodium comme la charcuterie ou le jambon. Quelques 

médicaments comme les antihistaminiques ou certains diurétiques seraient également source 

de nitrosamines. Ces composés, classés en tant que cancérogènes probables, ont la capacité 

de passer la barrière hémato-encéphalique (BHE). C’est pourquoi, ils sont à l’étude en tant 

que facteur de risque potentiel dans le développement de gliomes (Vienne-Jumeau et al., 

2019). 

Les pesticides, étant composés de nombreuses substances potentiellement 

cancérogènes telles que l’arsenic ou le glyphosate, sont également à l’étude. Des études ont 

démontré une augmentation de 30% du risque de développer un gliome chez les agriculteurs. 

Cependant, les pesticides n’ont pour le moment pas été identifiés comme étant un facteur de 

risque puisque les agriculteurs sont également exposés à plusieurs autres facteurs 

environnementaux (Vienne-Jumeau et al., 2019).  

D’autres facteurs ont étés suggérés comme la pollution extérieure, une susceptibilité 

génétique, ou encore les infections virales notamment par le cytomégalovirus retrouvé dans 

plusieurs GBMs. Cependant, les rayons ionisants sont aujourd’hui le seul facteur de risque de 

développement de gliome établi (Wirsching et al., 2016). 
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Symptômes 

Les manifestations cliniques des gliomes varient selon la taille et la localisation de la 

tumeur. En général, les patients présentent une augmentation de la pression intracrânienne 

qui est à l’origine de maux de tête, de nausées ou encore de crises d’épilepsie. D’autres 

symptômes, dépendant de la zone du cerveau atteinte, peuvent se manifester. Ainsi, les 

patients ayant un gliome localisé dans le lobe frontal présentent de la fatigue ou de la 

dysphasie. Des symptômes tels que des engourdissements, un déficit de l’attention ou une 

désorientation spatiale sont observés lorsque le lobe pariétal est atteint. Des troubles visuels 

peuvent également être constatés lorsque la tumeur affecte le lobe temporal ou occipital. Des 

changements de personnalité, des troubles de l’humeur et des troubles de la mémoire sont 

rapportés lorsque le gliome se développe au niveau du lobe temporal ou préfrontal (Lapointe 

et al., 2018). 

1.3 Diagnostic  

1.3.1 L’imagerie médicale 

En cas de suspicion d’une tumeur cérébrale, basée sur l’observation de déficits 

neurologiques décrits ci-dessus, un scanner ou une imagerie par résonance magnétique (IRM) 

sont réalisés pour poser un premier diagnostic. La présence d’un GBM se traduit par une 

augmentation de contraste suite à l’injection de gadolinium (Figure 2). Ces GBMs sont souvent 

accompagnés d’un œdème, d’une hémorragie et d’une zone nécrotique (Davis, 2016). 

Cependant, ils sont très hétérogènes et présentent une forme irrégulière. Leur physionomie 

peut donc varier sur les images. Ainsi, il est très difficile de déterminer plus précisément le 

degré de malignité ou le grade d’une tumeur cérébrale uniquement par imagerie. C’est 

pourquoi une suspicion clinique et radiologique doit systématiquement être confirmée par 

une analyse histologique (Figure 2). L’observation de nécrose et de prolifération micro 

vasculaire est caractéristique des GBMs. Il existe également de nombreux marqueurs 

moléculaires permettant d’affiner le diagnostic tels que les mutations touchant les gènes 

codant pour les isocitrates déshydrogenases (IDH) 1 et IDH2, les codélétions affectant les 

chromosomes 1p et 19q ou encore les mutations des gènes codants pour les variants de 

l’histone H3 (i.e H3F3A ou HIST1H3B) (Reifenberger et al., 2017). La détermination du statut 

de la mutation IDH et de la codélétion 1p19q permettent notamment de classer les gliomes 

(Louis et al., 2016). 



5 
 

 

Figure 2 : Imagerie médicale et coloration histologique à l’hématoxyline et éosine d’un astrocytome 

diffus et d’un glioblastome (Weller et al., 2015).  

Les flèches indiquent la position de la tumeur. L’anneau au centre du glioblastome en « T1 + contrast » 

reflète la zone nécrotique et la zone diffuse visible en T2 correspond à un œdème. L’histologie permet 

de mettre en évidence une augmentation de la densité cellulaire au sein du glioblastome, grade IV, par 

rapport à l’astrocytome diffus grade II. 

 

1.3.2 Les marqueurs moléculaires 

Les marqueurs moléculaires utilisés dans la classification OMS 2016 sont essentiels 

pour établir un diagnostic. C’est le cas des mutations idh1/idh2 ou encore de la co-délétion 

1p/19q qui peuvent également intervenir dans la prise de décisions thérapeutiques. 

Mutations affectant les gènes codant pour les isocitrates déshydrogénases IDH1 

et IDH2 

L’isocitrate déshydrogénase (IDH) est une oxydoréductase impliquée dans les 

processus métaboliques cellulaires comme le cycle de Krebs. Il existe trois isoformes : IDH1 

qui est cytoplasmique, IDH2 et IDH3 qui sont mitochondriales (Krell et al., 2011). La mutation 

des gènes idh1 et idh2 est une anomalie précoce dans le développement des gliomes et est 

très fréquente dans les gliomes de bas grade. Ainsi, elle est retrouvée dans 70% des gliomes 

de grade II et III et uniquement dans 5% des GBMs. La mutation la plus fréquente est la 

substitution d’une arginine sur le codon 132 du gène idh1. La présence de mutations idh1/idh2 

est associée à un pronostic relativement favorable (Lapointe et al., 2018). Cette mutation est 
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détectable très rapidement par séquençage et est très largement utilisée pour affiner non 

seulement le diagnostic mais aussi la classification des gliomes (Louis et al., 2016). 

Co-délétion des régions chromosomiques 1p/19q  

La codélétion affectant le bras court 1p et le bras long 19q est caractéristique des 

oligodendrogliomes. Elle est associée à un pronostic favorable et à une meilleure réponse à la 

chimiothérapie (Lapointe et al., 2018). Cette co-délétion est principalement détectée par 

hybridation in situ fluorescente (FISH) (Reifenberger et al., 2017) et est utilisée dans la 

nouvelle classification des gliomes en combinaison avec les mutations idh1/idh2 (Louis et al., 

2016). 

Méthylation du promoteur de l’O6-methylguanine-DNA methyltransferase 

(MGMT) 

L’O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) est une enzyme impliquée dans 

la réparation de l’ADN. Elle retire un groupe alkyl sur les guanines et prévient l’apoptose. Ainsi, 

cette enzyme confère une résistance aux agents alkylants tels que le Témozolomide (TMZ) 

agent thérapeutique couramment utilisé contre les gliomes. La méthylation du promoteur du 

gène mgmt conduit à une sous-expression de l’enzyme qui résulte en une diminution de la 

réparation de l’ADN et augmente ainsi l’efficacité des agents alkylants. La méthylation du 

promoteur de MGMT est retrouvée dans environ 40% des GBMs et est très utilisée dans le 

choix de thérapie à appliquer (Ludwig and Kornblum, 2017). 

La sur-expression du récepteur du facteur de croissance épidermique  (EGFR) 

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est un activateur de 

plusieurs processus biologiques tels que la prolifération ou encore la migration des cellules 

cancéreuses, deux processus clés dans le développement tumoral. L’EGFR est sur-exprimé 

dans environ 30% des GBMs et est souvent associé aux tumeurs de haut grade. Une délétion 

du gène egfr, nommée EGFRvIII, est retrouvée dans 50% des GBMs présentant une sur-

expression de l’EGFR. Cette mutation est à l’origine d’une activation constitutive du récepteur 

(Ludwig and Kornblum, 2017). 

La télomerase reverse transcriptase (TERT) 

Les télomérases sont des ADN polymérases qui interviennent dans la conservation des 

longueurs des chromosomes durant la réplication de l’ADN. Elles ont un rôle clé dans 



7 
 

l’immortalisation cellulaire et l’oncogenèse. La télomerase reverse transcriptase (TERT) est 

une des sous-unités catalytiques des télomérases. Les mutations du promoteur de TERT 

conduisent à une surexpression du gène et une activité élevée de l’enzyme permettant ainsi 

aux cellules cancéreuses d’échapper à la senescence et de proliférer indéfiniment. Ces 

mutations sont devenues les marqueurs moléculaires les plus communs des gliomes. Elles 

sont retrouvées dans plus de 90% des oligodendrogliomes présentant une mutation idh et une 

codélétion 1p/19q ainsi que dans plus de 70% des GBMs sans mutation idh (Weller et al., 

2015).  

Les gliomes sont des tumeurs inter- et intra- hétérogènes. Il est donc très difficile de 

les classer sur leur physionomie. Les marqueurs cités ci-dessus ont permis d’établir une 

classification précise de ces tumeurs cérébrales. 

1.4 Classification  

En 2007, une classification des gliomes en différents grades numérotés de I à IV a été 

décrite selon la morphologie du tissu et le degré de malignité (Louis et al., 2007). Plusieurs 

catégories ont pu être définies sur la base de ces caractéristiques. Les astrocytomes diffus et 

anaplasiques, composés d’astrocytes, sont respectivement de grade II ou III. Il en va de même 

pour les oligodendrogliomes, composés d’oligodendrocytes, diffus (grade II) ou anaplasiques 

(grade III). Les oligoastrocytomes sont des tumeurs mixtes composées à la fois d’astrocytes et 

d’oligodendrocytes. Ils sont classés en grade II. Enfin, le grade IV, qui est le plus élevé, 

regroupe les GBMs. Ils sont caractérisés par la présence de tissu nécrosé, de prolifération 

microvasculaire et de cellules hautement anaplasiques (Louis et al., 2007). Cependant, ce 

système de classification possède une forte variabilité inter- et intra-observateurs. En effet, 

les gliomes sont très hétérogènes et leurs aspects histologiques restent donc difficilement 

interprétables. Il existe, au sein d’un même sous-groupe de gliomes, des différences non 

négligeables des critères cliniques tels que l’agressivité de la tumeur, sa réponse au traitement 

et la survie des patients. Une évolution de la méthode de classification des gliomes était donc 

nécessaire. 

Ces dernières années, de nombreuses découvertes ont permis l’évolution de cette 

classification. Des données moléculaires et génétiques sont venues compléter les critères 

histologiques de la classification existante. La classification des gliomes selon l’OMS 2016 
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combine à la fois le phénotype et le génotype des tumeurs. Ainsi, la morphologie de la tumeur, 

les mutations des gènes idh1 et idh2 ainsi que la co-délétion des chromosomes 1p19q sont les 

critères retenus pour la classification des gliomes (Louis et al., 2016). 

 La nouvelle classification définit cinq sous-groupes de gliomes : (1) les GBMs idh-

mutés, (2) les GBMs idh-non mutés, (3) les astrocytomes diffus et anaplasiques idh-mutés, (4) 

les astrocytomes diffus et anaplasiques idh-non mutés et enfin (5) les oligodendrogliomes 

caractérisés par la mutation idh et la co-délétion des chromosomes 1p et 19q (Figure 3). Un 

sixième groupe réunit les gliomes pour lesquels les données génétiques ne sont pas 

disponibles. Les astrocytomes diffus (grade II) et astrocytomes anaplasiques (grade III) sont 

maintenant divisés en idh mutés qui sont majoritaires et idh non mutés qui sont plus rares. Le 

diagnostic des oligodendrogliomes est maintenant réalisé sur l’observation de la mutation idh 

associée à la co-délétion 1p/19q. Le diagnostic d’oligoastrocytomes est maintenant fortement 

déconseillé, les tumeurs pouvant être classifiées en tant qu’astrocytomes ou 

oligodendrogliomes selon la mutation idh et la co-délétion 1p/19q (Louis et al., 2016).Les 

GBMs sont divisés en deux sous-groupes : les GBMs idh-non mutés qui représentent 95% des 

cas et les GBMs idh-mutés. De plus, les GBMs peuvent être divisés en tumeurs primaires et 

secondaires. Les GBMs secondaires, à la différence des GBMs primaires, se développent à 

partir de gliomes de grade II ou III et sont généralement plus sensibles aux thérapies. Les 

analyses de l’expression d’ARNm ont également mis en évidence 4 sous-types distincts de 

glioblastomes : proneural, neural, classique et mésenchymateux (Verhaak et al., 2010). Cette 

classification génomique confirme une hétérogénéité au sein des glioblastomes mais reste 

jusqu’à présent peu utilisée en routine clinique. De plus, de récentes techniques d’analyses du 

méthylome ont été développées et devraient ouvrir de nouvelles perspectives (Capper et al., 

2018). 
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Figure 3 : Représentation simplifiée de la classification de l’OMS 2016 des gliomes chez l’adulte associée 

à la probabilité de survie (Molinaro et al., 2019). 

Cette nouvelle méthode de classification a permis d’améliorer l’objectivité et la 

précision du diagnostic. De plus, suite aux modifications de la classification de l’OMS en 2016, 

de nouvelles normes européennes sont parues afin de guider le traitement des gliomes 

(Weller 2017). De nouvelles approches sont en cours de développement afin d’améliorer la 

connaissance des tumeurs cérébrales et ainsi leur classification et leur prise en charge. De 

plus, les nouvelles stratégies thérapeutiques ne tiennent plus compte uniquement du grade 

tumoral mais aussi des caractéristiques moléculaires de la tumeur. Le développement de 

nouveaux outils de prise en charge est un enjeu majeur dans cette population. 

1.5 Traitement 

Le traitement des tumeurs cérébrales rencontre divers défis, notamment la présence 

de la BHE qui représente un filtre extrêmement sélectif. La localisation, la très grande capacité 

invasive et la résistance aux thérapies des GBMs ajoutent de nouveaux obstacles pour leur 

traitement. A ce jour, la résection chirurgicale suivie d’une radio-chimiothérapie est le seul 

traitement disponible. L’efficacité des traitements est évaluée le plus couramment par IRM. 

Chirurgie 

Le traitement initial, suite au diagnostic d’une tumeur cérébrale, est la résection 

chirurgicale. Néanmoins, les GBMs étant des tumeurs très invasives, une résection complète 
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est très difficile à réaliser. D’autant plus qu’une résection trop radicale pourrait provoquer des 

déficits neuronaux et conduire à une perte de motricité, des troubles du langage ou un déficit 

sensoriel selon la localisation de la tumeur. La résection chirurgicale n’est donc pas une 

approche curative bien qu’elle permette de réduire les symptômes et d’obtenir de meilleurs 

résultats aux chimiothérapies et radiothérapies administrées suite à la chirurgie (Davis, 2016). 

Chimio radiothérapie 

La radiothérapie, accompagnée ou non de chimiothérapie, peut commencer 4 à 6 

semaines suivant la chirurgie. Dans certains cas, elle peut être administrée avant la chirurgie. 

Post-opératoire, elle est très souvent accompagnée de chimiothérapie, généralement avec du 

Témozolomide (TMZ) (Davis, 2016). Le TMZ est un agent alkylant liposoluble pouvant traverser 

la BHE. Sa cytotoxicité repose essentiellement sur sa capacité à se lier de manière covalente 

aux bases de l’ADN. La réplication de l’ADN est ainsi inhibée et des cassures d’un seul ou des 

deux brins sont générées induisant l’apoptose des cellules (Zhang et al., 2011). Les patients 

recevant du TMZ en combinaison avec la radiothérapie ont une médiane de survie de 14,6 

mois. Ceci est plus élevée que la médiane de survie des patients ne recevant que la 

radiothérapie (12,1 mois). Cependant, les bénéfices du TMZ sont restreints aux patients 

présentant une mutation du promoteur de mgmt. Cette mutation provoque la sous-

expression de MGMT, enzyme impliquée dans la réparation de l’ADN et interférant avec l’effet 

du TMZ. La radiothérapie et le TMZ exercent leurs effets thérapeutiques en causant des 

dommages à l’ADN et une cytotoxicité entrainant l’apoptose des cellules. La sous-expression 

de MGMT est donc bénéfique pour les patients. La méthylation de mgmt est ainsi utilisée 

comme un marqueur d’efficacité de traitement (Davis, 2016). 

Récurrence 

Malgré une résection chirurgicale maximale combinée à une chimio-radiothérapie, 

70% des GBMs sont récurrents. Cette résistance aux thérapies appliquées est causée par 

plusieurs facteurs. La difficulté d’opérer une résection chirurgicale totale de la tumeur 

augmente le risque de métastases et de récurrence par le biais des cellules cancéreuses 

restantes. Aussi, les cellules tumorales adaptent leur machinerie cellulaire contre la thérapie. 

Dans le cas d’une récurrence ou d’une progression de la tumeur, les options thérapeutiques 

dépendent des thérapies administrées précédemment et des caractéristiques de la tumeur. 

Les options thérapeutiques sont très limitées et aucun traitement standard n’a été décrit. Une 
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deuxième résection chirurgicale peut être envisagée selon les symptômes, l’âge du patient et 

si les risques de complications sont relativement bas (Wirsching et al., 2016). De plus, des 

radiations additionnelles peuvent être apportées même si, compte tenu de la toxicité de cette 

méthode, cela reste très controversé.  

Plusieurs options de chimiothérapies peuvent être envisagées en seconde ligne de 

traitement. Les agents alkylants, comme le TMZ employé en première ligne de traitement, 

sont très utilisés. Par ailleurs, une angiogenèse importante est observée lors du 

développement des GBMs. Celle-ci est un processus amorcé notamment par le facteur de 

croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF). Les anti-angiogéniques, tels que le 

bevacizumab qui est un anticorps anti-VEGF, peuvent donc être envisagés pour les GBMs 

récurrents. L’utilisation de celui-ci conduit à une réduction de la perméabilité vasculaire 

permettant ainsi de limiter la formation de métastases et d’augmenter l’oxygénation. 

Cependant, plusieurs effets indésirables ont été notés tels que des hémorragies, une 

diminution de la cicatrisation et des perforations gastro-intestinales (Davis, 2016; Wirsching 

et al., 2016).  

Malgré les différents traitements utilisés tels que la résection chirurgicale, la 

chimiothérapie et la radiothérapie, la médiane de survie n’excède pas 17 mois et les cas de 

récurrence sont très nombreux. De nouveaux traitements et de nouvelles stratégies sont donc 

requis pour contrer cette résistance. 

1.6 Nouvelles cibles thérapeutiques 

Malgré une grande hétérogénéité, trois principales voies de signalisation sont 

communément déréglées dans la plupart des GBMs et sont devenues des cibles 

thérapeutiques. Parmi ces voies, les gènes codant pour les récepteurs tyrosine kinase (RTK) 

sont surexprimés ou mutés. La voie de signalisation régie par la phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K) est ainsi suractivée tandis que la voie de signalisation p53 et du rétinoblastome sont 

inactivées (Taylor et al., 2019). La perturbation de ces voies étant retrouvée dans une grande 

majorité de GBMs, plusieurs stratégies thérapeutiques les prenant pour cibles ont émergé. 

Les principales sont regroupées dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : Principales stratégies thérapeutiques à l'étude pour le traitement des glioblastomes (Taylor 

et al., 2019). 

Cible Molécules Réponse 

EPHA3 

GLP1790 Activité anti-tumorale in vitro et in vivo 

ifabotuzumab Activité anti-tumorale in vitro et in vivo. 

Essai clinique phase I en cours 

EGFR 

Erlotinib Phase II : activité anti-tumorale limitée 

Gefitinib Phase II : pas d’augmentation de survie 

Cetuximab Phase II : activité anti-tumorale limitée 

VEGF 
Bevacizumab Utilisé en thérapie contre les cas récurrents de 

GBMs. N’augmente pas la durée de survie 

PI3K 
Buparlisib Phase II : pas d’augmentation de survie 

Sonolisib Phase II : pas d’augmentation de survie 

 

Les inhibiteurs du récepteur EphA3 

Les récepteurs Ephrin (Eph) sont des RTK impliqués dans plusieurs processus cellulaires 

durant le développement embryonnaire tels que l’adhésion cellulaire, la migration ou encore 

la différenciation cellulaire. Ils sont aussi impliqués dans le processus d’angiogenèse à l’âge 

adulte. Le récepteur EphA3 est sur-exprimé dans 40 à 60% des GBMs et dans la plupart des 

cas récurrents. Etant associé à une diminution de la survie, il apparaît comme étant une 

potentielle cible thérapeutique (Taylor et al., 2019). Plusieurs molécules sont donc à l’étude. 

Un inhibiteur du récepteur EphA3, le GLPG1790, a conduit à une réduction de la prolifération 

des cellules tumorales in vitro. Une augmentation de la survie globale in vivo a été mise en 

évidence sur un modèle de xénogreffes murins, par rapport à l’utilisation de la radiothérapie 

seule. Cependant, il ne montre pas d’effet bénéfique par rapport à l’utilisation du TMZ 

(Gravina et al., 2019). Un anticorps monoclonal spécifique du domaine de liaison ligand-

récepteur a été développé, l’ifabotuzumab. Un essai clinique en phase I est en cours pour 

déterminer la dose optimale de l’agent thérapeutique (Offenhäuser et al., 2018). EphA3 

semble donc être une cible thérapeutique pleine de promesse pour le traitement des GBMs, 

incluant les cas récurrents. Des tests cliniques supplémentaires doivent cependant être 

réalisés.  
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Les inhibiteurs de l’EGFR 

La sur-expression et les mutations de l’EGFR sont détectés dans 30% des GBMs et sont 

très souvent indicatrices d’un mauvais pronostic. L’EGFR appartient lui aussi à la famille des 

RTK et régit plusieurs voies de signalisation. La surexpression ou les mutations de l’EGFR 

conduisent à une activation constitutive des voies de signalisation anti-apoptotique, de la 

prolifération cellulaire et de l’angiogenèse (Taylor et al., 2019). Plusieurs inhibiteurs de l’EFGR 

sont donc à l’étude comprenant l’erlotinib, le gefitinib et le cetuximab. Des essais cliniques en 

phase II sont en cours pour ces trois agents thérapeutiques. L’erlotinib est un inhibiteur de la 

phosphorylation intracellulaire de l’EGFR. Il ne démontre aucun effet sur les cas récurrents de 

GBMs lorsqu’il est utilisé seul mais une augmentation de la survie des patients est observée 

lorsqu’il est associé au TMZ et à la radiothérapie (Raizer et al., 2010). Le gefitinib, quant à lui, 

provoque une diminution de la migration et de la prolifération de cellules de GBMs in vitro 

ainsi qu’une augmentation de la survie de souris présentant des xénogreffes. Mais, malgré ces 

résultats prometteurs, il ne présente aucun effet notoire sur la survie des patients, qu’il soit 

associé ou non à d’autres traitements standards (Uhm et al., 2011). Enfin, le cetuximab est un 

anticorps monoclonal dirigé contre l’EGFR qui a démontré une inhibition de la prolifération 

cellulaire in vitro sur des cultures primaires issues de GBMs (Griffero et al., 2009). Cependant 

un essai clinique en phase II a démontré que cet anticorps n’a qu’une activité limitée chez les 

patients et aucune augmentation significative de la durée de vie n’est observée (Neyns et al., 

2009). 

Les inhibiteurs du VEGF 

Le VEGF est également surexprimé par les cellules de gliome. Il est associé à un mauvais 

pronostic et à un degré de malignité élevé. En interagissant avec son récepteur, le VEGF 

déclenche les processus de prolifération cellulaire et d’angiogenèse, deux processus clés dans 

le développement tumoral. Les effets de deux inhibiteurs du VEGF ont été étudiés en essai 

clinique de phase II. Malheureusement, aucun effet anti-tumoral n’a pu être observé suite au 

traitement avec ces inhibiteurs. En revanche, le bevacizumab qui est un anticorps monoclonal 

anti-VEGF, a démontré sur plusieurs modèles de GBMs murins une réduction de la croissance 

tumorale, qu’il soit utilisé seul ou en combinaison avec une radiothérapie. Ces résultats 

précliniques ont conduit à un essai clinique qui s’est soldé par son utilisation en thérapie 

(Taylor et al., 2019). Cependant, une analyse de quatre essais cliniques comprenant 607 
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patients, démontre que l’utilisation du bevacizumab en combinaison avec la chimio-

radiothérapie standard augmente la durée d’évolution sans progression, temps pendant 

lequel la tumeur ne progresse pas. Cependant, il ne permet pas d’augmenter la durée de 

survie des patients. De plus, plusieurs effets secondaires sont causés par l’utilisation de cet 

anticorps. Ainsi, la balance entre le faible effet thérapeutique de cet agent et ses effets 

secondaires questionne l’utilisation du bevacizumab dans le traitement des GBMs (Yang et al., 

2017). 

 D’autres essais cliniques sur des inhibiteurs de RTK ont vu le jour mais tous les agents 

thérapeutiques testés ont démontré une activité anti-tumorale inexistante ou limitée par 

rapport aux traitements standards actuels (Taylor et al., 2019). 

Inhibiteur de la voie de signalisation PI3K 

La voie de signalisation PI3K est généralement initiée par l’activation de RTK, comme 

l’EGFR ou le VEGFR. Cette voie est suractivée dans la plupart des GBMs et joue un rôle clé dans 

plusieurs processus cellulaires tels que la prolifération cellulaire, la migration cellulaire et 

l’angiogenèse. Au vu des effets limités de l’inhibition des RTK observés en essais cliniques, des 

inhibiteurs de la voie PI3K ont vu le jour. Plusieurs de ces molécules ont démontré leur 

efficacité dans des études précliniques. Néanmoins, leur effet a été plus minime lors des essais 

cliniques en phase II (Taylor et al., 2019).  

Malheureusement, les nombreuses stratégies thérapeutiques visant le 

développement tumoral ont, pour la majorité, échouées en essais cliniques de phase II. Les 

caractères immunosuppresseurs et invasifs des GBMs rendent impossible leur éradication 

totale. L’immunothérapie apparaît alors comme une nouvelle approche.  

1.7 L’immunothérapie 

Le but des immunothérapies est de générer une réponse immunitaire contre la 

tumeur. Plusieurs stratégies ont vu le jour incluant l’inhibition de voies de signalisation 

impliquées dans la modulation de la réponse immunitaire, des vaccinations ou encore des 

thérapies cellulaires. 

Les points de contrôle de l’immunité  

 Les points de contrôle immunologiques, ou checkpoint en anglais, regroupent des 

voies de signalisation inhibitrices ou activatrices indispensables dans la régulation du système 
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immunitaire. Ils permettent de moduler l’activité des cellules immunitaires et ainsi de limiter 

la durée et l’intensité de la réponse immunitaire. Cela permet de prévenir le risque d’auto-

immunité ou, au contraire, de renforcer l’activation du système immunitaire en cas de 

nécessité. Au sein du microenvironnement tumoral, cette machinerie est détournée par les 

cellules cancéreuses. Ces dernières sur-expriment des ligands inhibiteurs de la réponse 

immunitaire et ainsi échappent au système immunitaire. Des inhibiteurs de ces points de 

contrôle ont été développés afin de renverser l’immunosuppression induite par les cellules 

cancéreuses et réactiver une réponse immunitaire contre ces dernières (Pardoll, 2016). Les 

lymphocytes T ont été la cible favorite des différentes stratégies thérapeutiques, notamment 

celles basées sur l’inhibition de l’interaction PD-1/PD-L1. Le programmed cell death 1 (PD-1) 

est un récepteur exprimé à la surface des lymphocytes T tandis que le programmed cell death 

ligand 1 (PD-L1), son ligand, est sécrété par les cellules cancéreuses au sein des GBMs. La 

liaison PD-1/PD-L1 bloque l’activation des lymphocytes T, empêchant ainsi leur activité 

cytotoxique et la production de cytokines pro-inflammatoires responsables de l’activation 

d’autres cellules immunitaires (Heiland et al., 2017). Des inhibiteurs de PD-1 ou de PD-L1 ont 

ainsi été développés. Les résultats précliniques et les études de toxicité en essai clinique de 

phase I sont encourageants. Cependant, pour le moment, les essais cliniques de phase II et III 

n’ont démontré aucun bénéfice de survie des patients atteints de GBMs après le traitement 

avec un inhibiteur de la voie PD-1/PD-L1 (Mcgranahan et al., 2019). Des essais cliniques sont 

en cours afin de déterminer le potentiel thérapeutique de l’inhibition des points de contrôle 

immunitaire combinée à d’autres agents, tels que le TMZ ou la radiothérapie (Weller and Le 

Rhun, 2019).  

Vaccins 

 Dans le cadre d’une thérapie anti-cancéreuse, les vaccins ne sont pas préventifs mais 

utilisés pour déclencher une réponse immunitaire contre la tumeur. Ils peuvent être dirigés 

contre un antigène tumoral ou encore utiliser la stimulation de cellules immunitaires des 

patients (Figure 4). A ce jour, l’antigène tumoral le plus prometteur est la forme mutée de 

l’EGFR, EGFRvIII, reportée dans 30% des GBMs et connue pour être un marqueur de mauvais 

pronostic. Plusieurs vaccins ont été étudiés et face aux résultats prometteurs observés en 

phase I et II, l’étude de l’efficacité du rindopepimut s’est poursuivie en phase III. Cependant, 

aucune amélioration de la survie des patients n’a été démontrée (Weller et al., 2017).  
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Les vaccins personnalisés sous forme de thérapie cellulaire semblent très prometteurs, 

notamment la vaccination par les cellules dendritiques (CD). Les CDs sont des cellules 

immunitaires présentatrices d’antigènes qui ont un rôle clé dans l’activation de la réponse 

immunitaire. Dans la stratégie de vaccination, les monocytes des patients sont isolés, cultivés 

puis différenciés in vitro en CDs à l’aide d’un cocktail de différentes cytokines. Ces CDs sont 

ensuite cultivées avec des antigènes tumoraux tels que l’EGFR, EphA3 ou encore un lysat 

tumoral complet. Elles vont ensuite internaliser ces antigènes pour être capables de les 

présenter aux lymphocytes T et ainsi déclencher une réponse immunitaire suite à leur 

injection chez le patient (Schaller and Sampson, 2016). Cette stratégie thérapeutique est en 

essai clinique de phase III. Les résultats préliminaires très encourageants sembleraient 

démontrer une augmentation de la survie des patients. La médiane de survie des patients 

atteint 23,1 mois à partir de la chirurgie au lieu de 17 mois avec les traitements actuels et celle 

des patients mgmt muté atteint 34,7 mois contre 21,2 mois (Liau et al., 2018). 

 

Figure 4 : Stratégie de vaccination pour le traitement des glioblastomes (Brown et al., 2018). 

Deux principales approches existent dans le cadre des vaccins personnalisés. Pour la vaccination par 

cellules dendritiques (partie de gauche), les cellules tumorales sont isolées pendant la chirurgie (A) puis 

lysées (B). En parallèle, les monocytes du patient sont isolés (C) puis différenciés en cellules dendritiques 

(D). Enfin, ces cellules dendritiques sont activées avec le lysat tumoral puis injectées chez le patient (E) 

où elles déclencheront une réponse immunitaire contre les antigènes tumoraux. Dans le cadre de la 

vaccination par peptide, les cellules tumorales sont isolées après la chirurgie (1) puis lysées. Les 

antigènes tumoraux sont ensuite isolés (2) puis produits artificiellement (3) avant d’être injectés chez 

le patient pour induire une réponse immunitaire.  
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Les cellules CAR-T 

Les cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor) sont une nouvelle stratégie 

thérapeutique en plein essor, autorisée dans le traitement des lymphomes et des leucémies 

(Mcgranahan et al., 2019). Elle repose sur la modification génétique de lymphocytes T pour 

leur donner la capacité de reconnaître un antigène tumoral et ainsi, une fois injectés au 

patient, initier la lyse des cellules cancéreuses exprimant cet antigène ainsi qu’une réponse 

immunitaire (Figure 5).  

 

Figure 5 : Thérapie cellulaire par les cellules CAR-T. 

Les lymphocytes T sont isolés à partir du sang du patient (1) puis modifiés génétiquement pour exprimer 

à leur surface un récepteur chimérique spécifique d’un antigène tumoral (2). Les lymphocytes T modifiés 

sont ensuite multipliés en culture (3) puis injectés chez le patient (4) où ils pourront reconnaître les 

antigènes tumoraux (TAA) et déclencher la mort cellulaire des cellules cancéreuses.  

Les CAR sont des récepteurs dirigés contre des antigènes spécifiques. Ils sont 

constitués d’un domaine extracellulaire impliqué dans la reconnaissance d’un antigène, d’un 

domaine transmembranaire et d’un domaine de signalisation intracellulaire. Plusieurs 

antigènes tumoraux retrouvés dans les GBMs sont à l’étude, comme l’EGFRvIII, le Human 

Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2) ou encore le récepteur à l’interleukine 13 (IL-13 

Rα2). Les résultats préliminaires d’essais cliniques en phase I démontrent une faisabilité et 

une tolérance de la thérapie par les patients. Un effet anti-tumoral semble également être 

observé. Cependant, les études sur cette nouvelle stratégie thérapeutique débutent. Plusieurs 
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défis existent encore à ce jour, tels que l’augmentation du taux d’infiltration des cellules CAR-

T dans la tumeur ou l’hétérogénéité inter- et intra-tumorale des marqueurs tumoraux. Par 

exemple, le niveau d’expression de l’EGFRvIII varie fortement entre les différentes régions de 

la tumeur suggérant un effet hétérogène des cellules CAR-T. L’environnement 

immunosuppresseur des GBMs est également un point clé dans le développement 

d’immunothérapies. Dans ce cas précis, le caractère immunosuppresseur de la tumeur inhibe 

l’activité immunitaire des lymphocytes T et donc des CAR-T et réduit ainsi l’efficacité de la 

stratégie thérapeutique (Bagley et al., 2018). Ce rôle immunosuppresseur est notamment 

porté par les macrophages associés à la tumeur (TAMs) qui sont donc une cible thérapeutique 

de choix. 

 

2 La création d’un environnement tumoral immunosuppresseur 

L’environnement tumoral tient un rôle central dans la résistance des GBMs aux 

différents traitements. Les cellules cancéreuses sont intégrées dans un environnement très 

hétérogène composé de différents types cellulaires tels que les neurones, les 

oligodendrocytes, les astrocytes ou encore les cellules microgliales, les cellules myéloïdes 

suppressives et les cellules souches cancéreuses (Figure 6). L’ensemble de ces cellules, 

associées aux autres composants cérébraux et à un environnement immunosuppresseur 

apportent toutes les conditions optimales pour le développement tumoral et la résistance aux 

différentes thérapies testées à ce jour.  



19 
 

 

Figure 6 : Composition du microenvironnement d’un glioblastome (Silver and Lathia, 2018). 

Le microenvironnement tumoral est complexe et regroupe plusieurs types cellulaires différents dont les 

cellules tumorales, les neurones, les oligodencrocytes, les astrocytes, les cellules microgliales les cellules 

myéloïdes suppressives (MDSC) et les cellules souches cancéreuses (CSC). 

  

2.1 L’utilisation de l’environnement cérébral par les cellules cancéreuses 

Le développement de tumeurs cérébrales perturbe l’homéostasie du système nerveux 

central. Le système vasculaire, la matrice extracellulaire et la BHE sont détournés pour être 

intégrés dans les processus de développement tumoral, à savoir la prolifération cellulaire, 

l’infiltration et l’invasion des tissus avoisinants. 

Un environnement hypoxique 

 L’hypoxie est une caractéristique fréquente des GBMs. Elle est impliquée dans le 

développement tumoral et la mise en place d’un environnement immunosuppresseur. Les 

cellules tumorales s’adaptent au manque d’oxygène en activant les facteurs de transcription 

Hypoxia Inducible Factors (HIF). Ces facteurs de transcription régulent l’expression de 

plusieurs gènes impliqués dans l’inhibition de l’apoptose, la prolifération des cellules 

tumorales ou encore l’angiogenèse. L’hypoxie tumorale possède également un rôle clé dans 

les mécanismes d’échappement au système immunitaire. En effet, un environnement 

hypoxique déclenche la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires et immunosuppressives 

par les cellules cancéreuses. Notamment le transforming growth factor (TGF-β), le colony 
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stimulating factor (CSF)-1 ou encore le C-C chemokine ligand (CCL-2). Ces cytokines anti-

inflammatoires activent la voie anti-inflammatoire et immunosuppressive STAT3 ce qui mène 

à l’activation des lymphocytes T régulateurs, modulateurs de la réponse immunitaire (Razavi 

et al., 2016). 

Le système vasculaire 

Face à leur besoin en oxygène et nutriments pour leur croissance, les tumeurs 

développent une angiogenèse excessive. Les GBMs sont des tumeurs caractérisées par un 

système vasculaire très développé. Les vaisseaux sanguins retrouvés dans les GBMs sont très 

différents des vaisseaux sanguins des tissus sains. Ils sont désorganisés et hautement 

perméables. Le développement du système vasculaire au sein de l’environnement tumoral 

requiert la coopération de plusieurs types cellulaires dont les cellules vasculaires 

endothéliales, les péricytes et les cellules souches dérivées de la moelle osseuse. D’autres 

cellules, notamment les TAMs, contribuent à la formation de vaisseaux sanguins par la 

sécrétion de facteurs angiogéniques tels que le VEGF. De plus, la perturbation du système 

vasculaire est à l’origine d’un déséquilibre de la BHE ainsi que de l’infiltration de cellules 

cancéreuses dans la circulation sanguine, première étape du processus métastatique (Quail 

and Joyce, 2013). 

La barrière hémato encéphalique 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) permet de protéger le cerveau contre des 

substances toxiques et des infections. Elle est composée de cellules endothéliales connectées 

entre elles par des jonctions serrées, de péricytes, d’astrocytes et de cellules microgliales. Elle 

filtre les molécules selon leur poids moléculaire, leur liposolubilité et leur charge. Elle bloque 

ainsi le transport d’approximativement 98% des molécules, ce qui fait de la BHE un obstacle 

non négligeable dans les stratégies thérapeutiques. Cependant, dans le cadre de pathologies 

cérébrales comme les GBMs, la BHE voit une perte locale de son intégrité. Malheureusement, 

cette perturbation locale de la BHE ne permet pas la pénétration de médicaments en quantités 

significatives (Van Tellingen et al., 2015). 

La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire est un élément non cellulaire présent dans tous les tissus. 

Elle est composée de collagène, de laminine ou encore de fibronectine. Elle fournit un soutien 

physique essentiel pour tous les constituants cellulaires et participe aussi à plusieurs 
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processus biologiques tels que la migration cellulaire, la différenciation et l’homéostasie des 

tissus. Toutes les cellules neuronales contribuent à la formation de cette matrice. Pendant le 

développement d’un GBM, la matrice subit un remodelage considérable de sa composition. 

Elle est enrichie en glycoprotéines, en acide hyaluronique et en héparane sulfate. Ces derniers 

sont particulièrement abondants dans les GBMs. Ils sont à l’origine de la rétention de facteurs 

de croissance et modulent ainsi leur biodisponibilité pour accroître le développement 

tumoral. La composition de la matrice extracellulaire joue également un rôle dans 

l’immunosuppression, notamment à travers le ralentissement de la migration des 

lymphocytes T vers la tumeur (Brown et al., 2018).  

Les cellules myéloïdes MDSC 

Les cellules myéloïdes suppressives, ou myeloid-derived suppressor cells (MDSC), sont 

des cellules myéloïdes immatures avec des propriétés immunosuppressives. En conditions 

physiologiques, elles se différencient rapidement en macrophages ou en cellules dendritiques. 

Mais en conditions pathologiques, telles qu’un cancer, la différenciation de ces cellules est 

bloquée. Dans les GBMs, ces cellules immatures sont recrutées depuis la moelle épinière et 

exercent leur capacité immunosuppressive sur les lymphocytes T cytotoxiques à travers la 

production d’oxyde nitrique. Elles sont également impliquées dans la régulation de la réponse 

immunitaire innée en modulant la sécrétion de cytokines par les macrophages et participent 

à de nombreux processus du développement tumoral, à savoir, l’angiogenèse et la métastase 

(Gabrilovich and Nagaraj, 2009).  

La reconnaissance et l’éradication des cellules cancéreuses sont des fonctions clés du 

système immunitaire. Cependant, les tumeurs parviennent à contourner ce système et à le 

manipuler pour accroître leur propre progression et échapper à la réponse immunitaire. Avec 

l’émergence de l’immunothérapie, les mécanismes et acteurs impliqués dans 

l’immunosuppression retrouvée au sein des GBMs sont devenus des cibles attrayantes. 
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2.2 Le détournement du système immunitaire du système nerveux central 

 Par son isolation anatomique à travers la BHE, le SNC possède un système immunitaire 

distinct du système immunitaire classique. La BHE, sous conditions physiologiques, filtre le 

passage de cellules immunitaires entre la circulation sanguine et le cerveau. Néanmoins, le 

cerveau possède son propre lot de cellules immunocompétentes : les cellules microgliales et 

les astrocytes.  

Les astrocytes sont des acteurs clés dans le maintien de l’homéostasie du SNC. Ces 

cellules polyvalentes sont impliquées dans la régulation du flux sanguin, fournissant des 

nutriments aux neurones et participent à la neurotransmission et à la détoxification du milieu 

extracellulaire (Matyash and Kettenmann, 2010). Ils participent également à la défense 

immunitaire à travers la sécrétion de cytokines (Ransohoff et al., 2012) Le rôle des astrocytes 

dans l'environnement tumoral est mal exploré. Cependant, une étude récente a rapporté 

l’augmentation de l’activation de la voie de signalisation anti-inflammatoire STAT3 dans des 

astrocytes isolés de GBMs. Ces astrocytes sécrètent également les cytokines anti-

inflammatoires TGF-β et IL-10, suggérant leur implication dans la reprogrammation des 

cellules microgliales et des macrophages. De plus, l’expression de PD-L1 a été observée par 

les astrocytes au sein de GBMs, ce qui sous-entend leur incidence dans la suppression de 

l’activité des lymphocytes via la voie PD-1/PD-L1 (Henrik Heiland et al., 2019). Ainsi, les 

astrocytes contribuent au maintien de l'environnement anti-inflammatoire et favorisent la 

croissance et l'invasion tumorale. 

La microglie, quant à elle, joue un rôle central dans la surveillance immunitaire, la 

résolution des infections et la cicatrisation. Tout comme les macrophages, elle est capable de 

reconnaitre les pathogènes à travers des récepteurs spécifiques, les récepteurs de type Toll 

(TLRs). Ces récepteurs interagissent avec des motifs exprimés par les agents pathogènes 

(PAMPs) ou avec des motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPs) libérés suite à des 

dommages cellulaires de nature non infectieuse. A la suite de cette interaction, des voies de 

signalisation telles que la voie NF-κB sont activées et initient la réponse immunitaire. Celle-ci 

est caractérisée par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de 

nécrose tumorale alpha (TNF-α), l’interleukine 1 beta (IL-1β) ou encore l’interleukine 12 (IL-

12). Ces cytokines pro-inflammatoires induisent également le recrutement de leucocytes qui 

participeront à la défense de l’organisme (Figure 7) (Ransohoff et al., 2012).  
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Figure 7 : Mécanismes immunitaires du système nerveux central (Ransohoff et al., 2012). 

Les cellules microgliales et les astrocytes jouent un rôle essentiel dans la réponse immunitaire au sein 

du système nerveux central. Elles sécrètent des cytokines et chimiokines chimioattractives permettant 

le recrutement de macrophages et de lymphocytes T circulants pour les assister à la réparation 

tissulaire et à l’élimination des pathogènes.  

En effet, bien que le SNC présente des particularités anatomiques réduisant le trafic 

des cellules immunitaires, celui-ci reste néanmoins possible. Les antigènes présents dans le 

SNC peuvent être transportés par le réseau lymphatique et être présentés à des lymphocytes 

T naïfs grâce à des cellules présentatrices d’antigènes, les CDs. Les lymphocytes T ainsi activés 

par l’action des cellules présentatrices d’antigènes ou des cytokines sécrétées par la microglie, 

expriment une quantité plus importante d’intégrines. Ces protéines leur permettent 

d’interagir avec les molécules d’adhésion cellulaire VCAM présentes sur la BHE et ainsi de la 

franchir pour participer à la réponse immunitaire (Mangani et al., 2017). 
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2.3 L’infiltration de cellules immunitaires et la suppression de leurs fonctions 

immunologiques 

Les mécanismes d’immunotolérance sont des processus physiologiques ayant pour but 

la prévention d’une réponse immunitaire excessive ou auto-immune. Cependant, les cellules 

cancéreuses détournent ces mécanismes pour échapper à la réaction immunitaire et accroître 

le développement tumoral (Figure 8). 

 

Figure 8 : Implication des différents éléments de la tumeur dans le développement tumoral et 

l’instauration d’un environnement immunosuppresseur. 

 

2.3.1 Les facteurs immunosuppresseurs 

 L’ensemble des cellules composant la tumeur contribuent au développement d’un 

microenvironnement immunosuppresseur par la sécrétion de différents facteurs solubles. 

Plusieurs de ces facteurs sont impliqués dans la suppression de l’activité anti-tumorale des 

cellules immunitaires telles que les lymphocytes, la microglie ou encore les macrophages. Ces 

facteurs sont principalement des cytokines immunosuppressives telles que le TGF-β ou l’IL-10 

mais aussi des facteurs de croissance comme le VEGF ou encore des enzymes telles que 

l’arginase 1 (Razavi et al., 2016). 
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 En plus de participer au développement tumoral en augmentant l’angiogenèse et 

l’invasion des cellules tumorales, le TGF-β est impliqué dans l’immunosuppression, 

caractéristique des GBMs. Il bloque l’activation et la prolifération des lymphocytes T, supprime 

l’activité cytotoxique des cellules natural killer et induit une différenciation des lymphocytes 

T en Tregs. Le TGF-β joue également un rôle central dans l’orientation des macrophages vers 

un phénotype pro-tumoral (Mangani et al., 2017). 

L’IL-10, connue comme étant une cytokine immunosuppressive, est retrouvée en 

grande quantité dans les GBMs. Elle est sécrétée par les cellules tumorales mais aussi par 

plusieurs cellules immunitaires notamment par les TAMs et les Tregs. L’IL-10 est impliquée 

dans les processus de croissance tumorale et dans la suppression des fonctions immunitaires 

des macrophages ou encore des lymphocytes. Elle inhibe la production de cytokines pro-

inflammatoires cruciales dans la réponse immunitaire telles que l’interféron gamma (IFN-γ) 

ou le TNF-α. Elle joue également un rôle dans l’infiltration des Tregs (Mangani et al., 2017). 

Parmi les facteurs solubles du microenvironnement tumoral, le VEGF a non seulement 

des fonctions pro-angiogéniques mais joue aussi un rôle clé dans le développement d’un 

environnement immunosuppresseur. Il conduit à l’accumulation de MDSCs et induit la 

prolifération des Tregs. Il entraîne également l’expression de points de contrôle de la réponse 

immunitaire comme le PD-1 ou l’antigène 4 du lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4 pour 

cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) par les lymphocytes T cytotoxiques (Voron et al., 

2015). 

L’arginase I, enzyme intervenant dans le cycle de l’urée, est également retrouvée en 

grande quantité dans l’environnement tumoral des GBMs. Elle est connue en tant que 

marqueur du phénotype pro-tumoral des macrophages (Mangani et al., 2017) Son expression 

est induite par des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-4 ou le TGF-β. Elle métabolise 

l’arginine en ornithine, substrat utilisé pour la production de polyamines par l’ornithine 

decarboxylase ou de proline par l’ornithine aminotransferase. Les polyamines sont de petites 

molécules impliquées dans plusieurs processus cellulaires, à savoir la réplication de l’ADN, la 

synthèse protéique, la croissance et la différenciation cellulaire, processus essentiels au 

développement tumoral. La proline est quant à elle impliquée dans la production de collagène, 

nécessaire pour la réorganisation tissulaire (Rath et al., 2014). La surexpression d’arginase I 

dans l’environnement tumoral provoque également une réduction de la concentration 
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extracellulaire d’arginine qui est impliquée dans l’activation des lymphocytes T et leur 

prolifération (Geiger et al., 2016).  

 Les cellules cancéreuses peuvent également inhiber la réponse immunitaire par 

interaction cellulaire directe impliquant plusieurs facteurs membranaires. L’interaction la plus 

étudiée est la liaison PD-1/PD-L1. PD-1 est exprimé à la surface des lymphocytes T activés et 

son ligand, PD-L1, est exprimé par les cellules cancéreuses. L’association des deux facteurs 

mène à la suppression de la prolifération et des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T. Le 

CTLA-4 est un autre point de contrôle de la réponse immunitaire exprimé par les lymphocytes 

T activés. Il est également utilisé dans l’inhibition de la réponse immunitaire (Mangani et al., 

2017).  

2.3.2 L’inactivation des cellules immunitaires 

Les lymphocytes 

 Les lymphocytes T infiltrants (TIL pour Tumor-infiltrating lymphocytes) ont le potentiel 

d’exercer à la fois des fonctions pro- et anti-tumorales. Comme leur nom l’indique, ils ne sont 

pas résidents du SNC. Ils sont recrutés par l’action chimio-attractive de cytokines sécrétées 

par le microenvironnement tumoral. Ils sont divisés en plusieurs sous populations. Les 

lymphocytes T cytotoxiques jouent un rôle central dans l’élimination de la tumeur. Cependant, 

ils représentent une très faible part de la population des TILs au sein du microenvironnement 

tumoral. De plus, au sein des GBMs, ces lymphocytes montrent des fonctions effectrices 

altérées les rendant inefficaces dans l’élimination des cellules tumorales. De la même 

manière, les lymphocytes T auxiliaires ou helper, qui ont également des fonctions anti-

tumorales, sont en proportion très faible et voient leurs différentes fonctions anti-tumorales 

altérées (Tomaszewski et al., 2019). De plus, la plupart des TILs présents au sein du GBM sont 

sensibles au ligand de Fas (FasL) présent dans le microenvironnement tumoral et ne sont donc 

pas viables ou sont en début d’apoptose (Woroniecka et al., 2018).  

En revanche, un grand nombre de lymphocytes T régulateurs (Tregs) est retrouvé dans 

les GBMs et dans le réseau sanguin avoisinant la tumeur. Leur abondance est corrélée avec 

un pronostic défavorable pour le patient (Mangani et al., 2017). Les Tregs sont des régulateurs 

clés du système immunitaire avec des effets immunosuppresseurs sur plusieurs types de 

cellules immunitaires (Figure 8). Leur présence au sein des GBMs résulte d’une chimio-

attraction par le biais de différentes cytokines telles que CCL22 ou CCL2 (Razavi et al., 2016). 
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Une fois établis dans l’environnement tumoral, les Tregs sont responsables de la suppression 

de la réponse anti-tumorale et de la promotion de la tolérance immunitaire à travers la 

sécrétion de cytokines immunosuppressives telles que le TGF-β ou l’IL-10 (Woroniecka et al., 

2018).  

Les cellules natural killer (NK) sont des cellules de l’immunité innée ayant pour fonction 

l’élimination de cellules cancéreuses. Ces cellules sont retrouvées au sein de GBMs mais sont 

malheureusement inactivées par leur inhibiteur naturel, le HLA-G, sécrété par les cellules 

tumorales. Elles ne peuvent donc plus exercer leurs fonctions cytotoxiques (Figure 8) 

(Tomaszewski et al., 2019).  

Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont essentielles pour la liaison entre l’immunité innée et 

adaptative. Elles sont impliquées dans la reconnaissance de pathogènes et dans l’initiation de 

la réponse immunitaire contre ces derniers. Etant des cellules présentatrices d’antigènes, elles 

jouent également un rôle important dans l’activation des lymphocytes. Néanmoins, plusieurs 

facteurs tels que l’IL-6, le VEGF ou encore le TGF-β présents dans l’environnement tumoral 

réduisent les fonctions des cellules dendritiques. Ces dernières présentent une sous 

expression des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité ainsi que d’autres 

protéines associées à la présentation d’antigènes telles que le transporteur associé au 

traitement des antigènes (TAP). Ainsi, au sein de l’environnement tumoral, la fonction de 

présentation d’antigènes des cellules dendritiques est défectueuse et ces dernières sont donc 

dans l’incapacité d’activer les lymphocytes T en vue d’induire une réponse anti-tumorale 

(Kerkar and Restifo, 2012). Au contraire, les cellules dendritiques retrouvées au sein de la 

tumeur sécrètent des facteurs favorisant une orientation des lymphocytes vers la voie Th2 

conduisant à la production de cytokines telles l’IL-4 ou l’IL-13, cytokines impliquées dans le 

développement tumoral. De plus, de nombreux facteurs de l’environnement tumoral inhibent 

la différentiation des progéniteurs myéloïdes en cellules dendritiques pour induire une 

différentiation de ces derniers vers les macrophages (Fu and Jiang, 2018). 
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2.4 Les macrophages associés à la tumeur 

Les macrophages sont retrouvés dans la majorité des tissus de l’organisme. Ce sont des 

cellules immunitaires myéloïdes jouant un rôle dans beaucoup de processus biologiques 

fondamentaux tels que le développement, le maintien de l’homéostasie, la cicatrisation et 

surtout dans la réponse immunitaire. Leurs origines sont diverses et leur implication dans le 

développement tumoral n’est plus à prouver. En effet, les TAMs peuvent représenter jusqu’à 

30% de la masse tumorale dans un GBM. Ils représentent donc une opportunité thérapeutique 

de choix.  

2.4.1 Généralités sur les macrophages 

Origine cellulaire 

Les macrophages dérivent de deux sources différentes. Ils sont en majorité produits 

dans le sac vitellin avant la naissance à partir de précurseurs érythro-myéloïdes. Ils 

s’établissent ensuite dans les différents tissus de l’organisme et sont maintenus pendant la vie 

adulte. Après la naissance, les macrophages dérivent de cellules souches hématopoïétiques 

localisées dans la moelle osseuse. Elles se différencient en progéniteurs myéloïdes, en 

monoblastes et en pro-monocytes avant de devenir des monocytes dans la circulation 

sanguine. Ces derniers migrent ensuite vers d’autres tissus où, sous l’influence d’interleukines 

et de facteurs de croissance tels que le CSF-1, ils se différencient en macrophages. Selon leur 

localisation, les macrophages portent un nom différent. Ils sont nommés cellules de Kupffer 

dans le foie, ostéoclastes dans les os, macrophages alvéolaires dans les poumons ou encore 

cellules microgliales dans le SNC (Wynn et al., 2013). 

Dans le SNC, les cellules microgliales sont les seules cellules immunitaires résidentes 

responsables de la défense contre les pathogènes et autres dommages cellulaires. La 

conception de séparation entre le système immunitaire du SNC et le système immunitaire 

périphérique est très étudiée et évolue de jour en jour. Une étude récente a démontré que 

les cellules microgliales présentent un phénotype spécifique des différentes régions 

anatomiques du SNC dans lesquelles elles résident. La microglie du cortex est spécialisée dans 

la migration neuronale, la neurogénèse et le recrutement de monocytes tandis que la 

microglie de la moelle épinière joue un rôle clé dans la dégradation nerveuse et lipidique et 

dans les processus inflammatoires (Murgoci et al., 2020). Bien que la microglie est décrite 

comme dérivant de précurseurs érythro-myéloïdes pendant l’embryogenèse (Kierdorf et al., 
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2019), ces différences notables suggèrent une origine différente entre la microglie du cortex 

et celle de la moelle épinière. En effet, plusieurs facteurs identifiés dans les vésicules issues 

de la microglie de la moelle épinière semblent indiquer que cette population serait proche des 

macrophages dérivés de la moelle osseuse (Murgoci et al., 2020). La population microgliale de 

la moelle épinière semble donc avoir plusieurs origines. 

De plus, une nouvelle population de macrophages a été très récemment décrite au 

sein des plexus choroïdes, des méninges et de l’espace périvasculaire. Ces structures 

interviennent dans la ségrégation du SNC mais autorisent aussi des échanges restreints et 

permettent ainsi la présentation d’antigènes ou encore l’infiltration de cellules immunitaires. 

Ces structures possèdent une population de macrophages distincte qui, au contraire de la 

microglie, n’est pas retrouvée dans le parenchyme du SNC (Figure 9) (Kierdorf et al., 2019). 

Les macrophages périvasculaires (pvMΦ) retrouvés au sein de l’espace périvasculaire, les 

macrophages meningiaux (mMΦ) et les macrophages des plexus choroïdes (cpMΦ) sont, 

comme la microglie, issus des précurseurs érythro-myéloïdes produits pendant 

l’embryogenèse (Prinz et al., 2017). Une partie des macrophages meningiaux, les 

macrophages duraux (dmMΦ) et une partie des macrophages du plexus choroïde (cpMΦ) sont 

remplacés par des macrophages issus de la moelle osseuse durant la vie adulte (Kierdorf et 

al., 2019).  
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Figure 9 : Origine et renouvellement des macrophages au sein du système nerveux central (Prinz et al., 

2017). 

Pendant l’embryogenèse, l’hématopoïèse commence dans le sac vitellin où les précurseurs érythro-

myéloïdes (EMPs) se différencient en macrophages qui coloniseront les tissus. Dans le cerveau, les 

macrophages adoptent le phénotype de cellules microgliales dans le parenchyme, de macrophages 

meningiaux (mMφ), de macrophages périvasculaires (pvMφ) et de macrophages des plexus chroroïdes 

(cpMφ). Plus tard, l’hématopoïèse se poursuit dans le foie fœtal où les EMPs se différencient en 

monocytes qui entrent dans la circulation sanguine et se différencient en macrophages une fois établis 

dans les tissus cibles. Après la naissance, l’hématopoïèse définitive a lieu dans la moelle osseuse où les 

cellules souches hématopoïétiques (HSC) se différencient en monocytes qui intègrent la circulation 

sanguine puis en macrophages. Ces derniers vont remplacer certaines populations de macrophages 

établies dans les tissus pendant l’embryogenèse, comme les pvMφ et les cpMφ. 

 

Fonctions 

Bien que les macrophages soient spécialisés dans l’élimination des débris cellulaires et 

des agents pathogènes, ces cellules sont polyvalentes et sont impliquées dans de nombreux 

processus.  

Pour exercer leurs fonctions immunologiques, les macrophages sont équipés de 

récepteurs capables de reconnaître des motifs moléculaires caractéristiques des pathogènes 

(PRRs). Parmi ces PRRs, les Toll Like Receptors (TLRs) constituent un groupe de dix récepteurs 

transmembranaires (TLR1 – TLR10). Les TLRs 1, 2, 4, 5, 6 sont exprimés à la surface cellulaire 

des macrophages tandis que les TLRs 3, 7, 8 et 9 sont localisés au niveau des endosomes. Ils 

reconnaissent des motifs moléculaires endogènes libérés par des cellules en souffrance 

appelés DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) ainsi que des signaux de danger 

exogènes provenant de pathogènes appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular 



31 
 

Patterns). Parmi ces derniers sont inclus les lipopolysaccharides (LPS), composants de la 

membrane des bactéries gram négatives et ligands du récepteur TLR4, ou encore les ARNs 

viraux double brins et les motifs CpG hypométhylés caractéristiques de l’ADN bactérien, 

ligands des récepteurs TLR3 et 9 respectivement. La reconnaissance de ces signaux de danger 

par les macrophages active des cascades de signalisation dont la voie pro-inflammatoire du 

facteur de transcription NF-κB ou encore la voie anti-virale IRF3 et initie une réponse 

inflammatoire incluant la production et la sécrétion de cytokines (Figure 10) (O’Neill et al., 

2013).  

 

Figure 10 : Schéma simplifié représentant les voies de signalisation associées aux TLRs chez les 

mammifères. Adaptée de Akira and Takeda 2004 et O’Neill, Golenbock and Bowie, 2013.  

La voie de signalisation des TLRs fait intervenir deux voies principales. Une voie dépendante de Myd88 

activée par la totalité des TLRs à l’exception du TLR3 et une voie indépendante de Myd88 utilisée par le 

TLR4 et le TLR3 qui fait intervenir la protéine adaptatrice TIR-containing adaptator (TRIF). Suite à 

l’activation des récepteurs par leurs ligands les protéines adaptatrices Myd88 ou TRIF sont recrutées. Il 

s’en suit une cascade de signalisation impliquant des effecteurs de la voie de signalisation tels que le 

complexe IKK, les MAPKs ou encore les facteurs TRAFs aboutissant à l’activation de facteurs de 

transcription tels que NF-κB, AP-1 ou encore IRF3 et 7. La conséquence majeure de la stimulation des 

TLRs est une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et d’interférons.  
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Enfin, ces dernières orchestrent la réponse immunitaire (Chen et al., 2007). Par la 

présentation d’antigènes, les macrophages font également le lien entre l’immunité innée et 

l’immunité adaptative. Ils permettent d’alerter le système immunitaire de la présence de 

pathogènes. Ainsi, la capture, l’endocytose et la présentation d’antigènes aux lymphocytes T 

sont des fonctions importantes des macrophages (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

Les fonctions des macrophages ne se limitent pas à la réponse immunitaire, ils jouent 

également un rôle central dans la coordination de la réponse inflammatoire en modulant la 

sécrétion de chimiokines et de cytokines pro- et anti-inflammatoires selon les besoins de 

l’organisme. Les macrophages peuvent également sécréter de nombreux facteurs de 

croissance impliqués dans divers processus comme l’angiogenèse, le maintien et le 

renouvellement de la matrice extracellulaire ou encore la cicatrisation (Franklin and Li, 2016).  

Outre leur implication dans le maintien de l’homéostasie et dans la réponse 

immunitaire, les macrophages ont des fonctions spécifiques selon le tissu dans lequel ils sont 

établis. Par exemple, les cellules de Kupffer, macrophages du foie, sécrètent la prostaglandine 

D2 qui active la glycogénolyse dans les hépatocytes. Dans le SNC, la microglie participe au 

maintien de l’homéostasie par la sécrétion de facteurs neurotrophiques, comme le facteur de 

croissance nerveuse (NGF) impliqué dans la croissance, la prolifération et la survie des 

neurones (Varol et al., 2015). Quant aux macrophages associés au SNC, résidents des plexus 

chroroïdes, des méninges et de l’espace périvasculaire, ils sembleraient être impliqués dans 

le maintien de la ségrégation du SNC mais aussi dans le contrôle du drainage d’antigènes et 

dans les échanges métaboliques (Kierdorf et al., 2019).  

Plasticité phénotypique 

Les macrophages sont une population cellulaire très hétérogène et présentent une 

plasticité phénotypique leur permettant de répondre à un grand éventail de stimuli et de 

conditions environnementales. En effet, ces cellules sont capables d’adapter leur phénotype, 

leur profil de sécrétion et leurs fonctions selon les besoins de leur environnement et les stimuli 

auxquels ils sont exposés. Ainsi, un large spectre de phénotypes a été décrit sur la base de 

l’expression de marqueurs de surface, la production de facteurs et des activités biologiques 

des macrophages. 
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La nomenclature de la classification phénotypique des macrophages est en constante 

évolution. Certains parlent de polarisation et d’autres d’états d’activation. Dans un premier 

temps, dans les années 90, deux phénotypes ont été décrits. Le phénotype dit « classique », 

activé par le LPS et son opposé, le phénotype « alternatif ». La nomenclature M1/M2 ; M1 

pour le phénotype classique et M2 pour le phénotype alternatif, est apparue en 2000. Cette 

classification des macrophages est l’une des plus utilisée in vitro. Elle se rapporte à leurs deux 

fonctions principales, à savoir l’élimination de pathogènes ou la cicatrisation tissulaire. Ainsi, 

deux phénotypes principaux sont décrits : le phénotype M1, pro-inflammatoire et anti-

tumoral et le phénotype M2, anti-inflammatoire et pro-tumoral. Le phénotype pro-

inflammatoire « M1 » est induit par des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ, le 

TNF-α ou encore par la stimulation du TLR4. Il est affilié à la promotion de la réponse 

inflammatoire anti-bactérienne et anti-tumorale et participe activement à la réponse 

immunitaire de type Th1, cytotoxique. Au contraire, le phénotype anti-inflammatoire « M2 », 

induit suite à une stimulation par les cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-4 ou l’IL-10, est 

décrit comme étant un phénotype immunosuppresseur. Il est impliqué dans la réduction de 

l’inflammation, dans la réparation tissulaire et dans l’angiogenèse (Chen et al., 2017). 

Cependant, l’utilisation de la classification simplifiée M1/M2 ne reflète pas la complexité et la 

diversité des différents phénotypes macrophagiques existants. Ainsi, quelques années plus 

tard, le phénotype M2 est divisé en plusieurs sous types désignés M2a, M2b et M2c selon 

leurs stimuli d’activation et leurs activités biologiques. Le phénotype M2a est caractérisé par 

une réponse immunitaire de type Th2, aux processus des allergies et à l’élimination de 

pathogènes. Le phénotype M2b est également associé à une réponse immunitaire de type Th2 

et à une immunorégulation. Le phénotype M2c est impliqué dans les processus de 

renouvellement tissulaire (Figure 11) (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Cependant, il est 

important de noter que l’ensemble de ces phénotypes sont décrits in vitro et cette description 

est très éloignée des observations in vivo. En effet, la description in vivo des différents 

phénotypes est très compliquée en raison de l’existence d’un grand nombre de stimuli et donc 

de réponses (Murray et al., 2014). 
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Figure 11 : Stimuli et fonctions des différents phénotypes de macrophages selon la nomenclature 

M1/M2 (Mantovani et al., 2004). 

Les macrophages adoptent différents phénotypes en réponse aux signaux de leur environnement. S’ils 

sont exposés à l’IFN-γ, du LPS ou du TNF-α, les macrophages adoptent un phénotype M1 pro-

inflammatoire et anti-tumoral. Le phénotype M2 est à l’opposé du phénotype M1, il est impliqué dans 

l’immunorégulation et est pro-tumoral. Plus précisément, les phénotypes M2a et M2b, respectivement 

induits par l’IL-4 et certains ligands de TLRs ou de l’IL-1R sont impliqués dans l’immunorégulation et 

une réponse immunitaire de type Th2, humorale. Les macrophages M2c induits par l’IL-10 sont, quant 

à eux, associés à la réparation tissulaire et à la modulation de la réponse immunitaire.  

La distinction entre les macrophages pro-inflammatoires M1 et les macrophages anti-

inflammatoires M2 est très délicate compte tenu du manque de marqueurs uniques de 

chaque polarisation. Néanmoins, les macrophages M1 sont communément associés avec 

l’expression de CD40, CD74, iNOS et CMH II (Roesch et al., 2018). Ils expriment des molécules 

activatrices de la réponse immunitaire telles que le CD80 et sécrètent des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IFN-γ, le TNF-α ou l’IL-12 (Sica and Mantovani, 2012). En revanche, 

l’expression de CD163, CD204, CD206, arginase 1 et la phosphorylation de STAT3 sont affiliées 

au phénotype M2 (Roesch et al., 2018). Ces derniers expriment également les chimiokines 

CCL17, CCL22 et CCL24 et sécrètent préférentiellement de l’IL-10 et du TGF-β (Sica and 

Mantovani, 2012). Cependant, ces marqueurs sont à utiliser avec précaution. En effet, chaque 

phénotype peut exprimer des marqueurs habituellement associés au phénotype opposé. De 

plus, plusieurs phénotypes peuvent être observés au sein d’une même population de 

macrophages (Murray et al., 2014). Le phénotype des macrophages est très nuancé et la 
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représentation M1/M2 est très simplifiée. La communauté scientifique a récemment suggéré 

que, dans le cadre des macrophages infiltrés au sein de tumeurs, il serait plus judicieux de 

décrire leur phénotype en tant que pro- ou anti-tumoral plutôt que M1/M2 (Gieryng et al., 

2017). 

2.4.2 Communication entre les macrophages et les cellules cancéreuses 

En conditions physiologiques, les macrophages sont censés reconnaître les antigènes 

tumoraux et initier une réponse immunitaire pour éliminer les cellules cancéreuses. 

Malheureusement, une fois recrutés au sein de la tumeur, ces derniers perdent leurs fonctions 

immunitaires et participent à la croissance tumorale (Mantovani et al., 2017). Les 

macrophages infiltrés au sein de la tumeur sont appelés « Tumor Associated Macrophages » 

(TAMs). Au sein des GBMs, les TAMs sont une population mixte constituée de cellules 

microgliales, de macrophages résidents établis dans le SNC durant l’embryogenèse et de 

macrophages dérivés de monocytes, recrutés à partir de la circulation sanguine. Les TAMs 

représentent entre 30 et 50% des cellules du microenvironnement tumoral (Figure 12) et une 

haute densité de macrophages est souvent associée à un mauvais pronostic (Chen et al., 

2017). 

 

Figure 12 : Proportions des macrophages selon le grade de gliome (Komohara et al., 2008). 

L’immunohistochimie de CD68, CD163 et CD204 met en avant la corrélation entre le nombre de 

macrophages et de cellules microgliales au sein de la tumeur et le grade du gliome. De plus, les 

macrophages associés à la tumeur ont adopté un phénotype pro-tumoral « M2 ». CD68 est utilisé en 

tant que marqueur de macrophages et de la microglie tandis que CD163 et CD204 sont des marqueurs 

du phénotype M2. Echelle : 100 µm. 
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Recrutement et polarisation 

La protéine chimioattractive de monocyte (MCP-1), aussi appelée CCL2, est un des 

facteurs le plus important dans le recrutement des macrophages. Elle est sécrétée par les 

cellules cancéreuses et les astrocytes. Elle intervient également dans l’angiogenèse, la 

prolifération cellulaire et dans l’infiltration des Tregs. Le recrutement des macrophages au 

sein de la tumeur est également orchestré par d’autres facteurs tels que le stroma-derived 

factor (SDF-1), le CSF-1, le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) et 

l’EGF (Figure 13) (Roesch et al., 2018). 

 

Figure 13 : Recrutement des macrophages associés au gliome (GAMs ou TAMs) par des facteurs 

sécrétés par les cellules de l’environnement tumoral (Roesch et al., 2018). 

Une fois recrutées au sein du microenvironnement tumoral, les cellules constitutives 

de la tumeur vont sécréter des facteurs anti-inflammatoires dans le but de créer un 

environnement immunosuppresseur. Les chimiokines CCL2 et CCL5, des cytokines comme le 

CSF-1 ou encore des facteurs de croissance comme le VEGF font partie de ces facteurs. Cet 

environnement est capable d’orienter les macrophages infiltrés vers un phénotype 

avantageux pour le développement tumoral (Mantovani et al., 2017). En condition tumorale, 

3 types de signaux sont déterminants pour la polarisation des TAMs. Ils incluent les signaux 

immunitaires composés de cytokines telles que l’IL10 ou encore le TGF-β qui sont libérés au 

sein du site tumoral par les cellules immunitaires infiltrées et par les cellules cancéreuses. Les 

signaux provenant du métabolisme des cellules cancéreuses comme le lactate peuvent aussi 

influencer la polarisation des TAMs. Enfin, les signaux de danger comme l’ATP ou encore la 
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calréticuline libérés suite à une mort cellulaire spontanée ou provoquée par thérapie anti-

cancéreuse influence également le phénotype des TAMs (Figure 14) (Ostuni et al., 2015). Les 

cellules cancéreuses entraînent ainsi une polarisation des macrophages vers un phénotype 

qui s’apparente au phénotype anti-inflammatoire et pro-tumoral M2 (Mantovani et al., 2017).  

 

Figure 14 : Signaux environnementaux influençant la polarisation des TAMs (Tumor Associated 

Macrophages) (Ostuni et al., 2015). 

Les signaux immunitaires (en rouge) tels que l’IL-10 et le TGF-β sécrétés par les cellules immunitaires, 

les cellules stromales et les cellules tumorales sont impliqués dans la polarisation des TAMs. Cette 

polarisation peut également être influencée par le lactate issu du métabolisme des cellules tumorales 

(en bleu). Les signaux de danger endogènes sécrétés suite à la mort de cellules tumorales sont 

également responsables de l’orientation du phénotype des TAMs. 

 

Fonctions 

Les cellules cancéreuses détournent ainsi les propriétés des macrophages à leur 

avantage. Les TAMs influencent plusieurs aspects du développement tumoral (Figure 15). Ils 

vont, en effet, participer à la croissance tumorale et à l’invasion des tissus avoisinants en 

produisant des facteurs tels que le TGF-β, les interleukines IL-6 et IL-1β ou encore l’EGF 

(Roesch et al., 2018). Les TAMs participent également à la destruction de la matrice 

extracellulaire par la production d’enzymes protéolytiques telles que les métalloprotéases 

matricielles (MMPs) et les cathepsines favorisant ainsi la migration et l’invasion des tissus 

environnants par les cellules cancéreuses.  
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Figure 15 : Contribution des macrophages et cellules microgliales associés au gliome dans le 

développement tumoral (Roesch et al., 2018).  

Les macrophages et cellules microgliales associés au gliome (GAMs) sont recrutés au site tumoral et 

orientés vers un phénotype pro-tumoral par plusieurs facteurs notamment CCL2, CX3CL1, SDF-1, CSF-

1, GM-CSF et l’EGF. Ces GAMs M2 expriment également des facteurs qui renforcent ce phénotype, 

notamment l’IL-10, ainsi que des facteurs impliqués dans le développement tumoral et dans 

l’immunosuppression. Les GAMs participent donc à l’angiogenèse par la sécrétion de VEGF, bFGF, IL-6 

et IL-1β, à la dégradation de la matrice extracellulaire (ECM) à travers la sécrétion de versican, 

d’antitrypsine, de pentraxin et de MMPs, ainsi qu’à la migration des cellules cancéreuses grâce au TGF-

β, à l’IL-6, l’IL-10, l’IL-1β et à l’EGF. Les GAMs sont également responsables de l’apoptose des 

lymphocytes T par l’activation de leur récepteur Fas et de la suppression des fonctions de présentation 

d’antigènes par la sécrétion de TGF-β. 

Les TAMs sont aussi responsables de l’augmentation de la vascularisation de la tumeur 

à travers l’expression de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF. Ces macrophages 

contribuent également au renforcement de l’environnement immunosuppresseur par la 

production de cytokines immunosuppressives telles que l’IL-10 ou le TGF-β. Ces cytokines 

induisent une réduction de l’activité cytotoxique des lymphocytes T et de certaines fonctions 

des macrophages telles que la présentation d’antigènes ou encore la phagocytose. Elles sont 

également impliquées dans le recrutement des Tregs et d’autres macrophages qui adopteront 
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à leur tour un phénotype pro-tumoral (Franklin and Li, 2016). L’activité immunosuppressive 

des TAMs est aussi médiée par contact cellulaire. En effet, au sein d’un GBM, la plupart des 

macrophages expriment la protéine transmembranaire FasL qui induit l’apoptose des 

lymphocytes T exprimant son récepteur (Roesch et al., 2018). La voie PD-1/PD-L1 responsable 

de la suppression de l’activité cytotoxique des lymphocytes T est également utilisée par les 

TAMs pour la création d’un environnement immunosuppresseur et donc l’évasion des cellules 

cancéreuses au système immunitaire (Franklin and Li, 2016; Mantovani et al., 2017). Face à 

leur implication dans le développement tumoral, les TAMs sont devenus une cible 

thérapeutique de choix.  

2.4.3 Opportunité thérapeutique 

Les processus de recrutement, de polarisation et les fonctions des TAMs sont devenus 

des cibles thérapeutiques pour le traitement des GBMs. Le but étant de moduler le nombre, 

le phénotype et les fonctions des TAMs au sein de la tumeur. Plusieurs stratégies ciblant la 

réduction du nombre de TAMs au sein de la tumeur ou encore leur reprogrammation sont 

donc à l’étude.  

Réduire le recrutement des TAMs au sein de la t umeur 

Les facteurs impliqués dans le recrutement des macrophages au sein de la tumeur sont 

nombreux et divers, incluant des chimiokines et des facteurs de croissance. De plus, plusieurs 

facteurs peuvent agir sur la même voie de signalisation et une même molécule peut réguler 

différents processus. Le développement de stratégies thérapeutiques ciblant le recrutement 

des macrophages est donc délicat (Mantovani et al., 2017).  

Le CSF1 est un des facteurs majeurs dans le recrutement et la polarisation des 

monocytes et des macrophages. Il est abondamment sécrété par les cellules constitutives du 

microenvironnement tumoral. Son récepteur, le CSF1R, étant exprimé par les monocytes et 

les macrophages est devenu une des cibles potentielles pour ralentir le recrutement de ces 

derniers (Mantovani et al., 2017). Le Pexidartinib est un inhibiteur du CSF1R capable de 

pénétrer la BHE. Il a été testé en essai clinique de phase II chez les patients atteints de GBMs 

récurrents. Le médicament est bien toléré par les patients mais aucun effet n’a pu être 

observé sur leur temps de survie. Plusieurs études devront être menées afin de déterminer 

son efficacité en association avec d’autres agents thérapeutiques (Butowski et al., 2016). 
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Une autre approche permettant de réduire le recrutement des TAMs est l’inhibition 

du récepteur de SDF-1, le CXCR4. Comme le CSF1, le SDF-1 est un facteur de recrutement et 

de polarisation des macrophages. De la même manière que pour le CSF1R, l’inhibition du 

CXCR4 devrait donc diminuer le recrutement des TAMs au site tumoral. A ce jour, des essais 

cliniques de phase I ont démontré une tolérance des patients au traitement avec le Plerixafor, 

inhibiteur du CXCR4. Des études supplémentaires restent nécessaires pour démontrer son 

efficacité anti-tumorale chez les patients (Lee et al., 2018). 

En dehors des récepteurs de chimiokines, les cytokines chimioattractives comme le 

MCP-1 aussi appelé CCL2, sont également ciblées. Quelques médicaments tels que le 

Minocycline, le Telmisartan ou le Zoledronic sont à l’étude (Roesch et al., 2018).  

La reprogrammation des TAMs 

Une autre approche se base sur la plasticité phénotypique des TAMs. L’objectif serait 

de modifier leur phénotype pro-tumoral pour un phénotype anti-tumoral tel que le phénotype 

pro-inflammatoire M1. 

Le facteur de transcription STAT3 est une cible très étudiée. Il diminue l’expression de 

molécules telles que CD80, CD86 ou encore du CMH II connues pour être exprimées par les 

macrophages anti-tumoraux. Il joue également un rôle majeur dans le développement 

tumoral. Le WP1066 est un inhibiteur de la phosphorylation de STAT3, empêchant ainsi 

l’activation de la voie associée. Un essai clinique en phase I est actuellement en cours pour 

déterminer la toxicité et la dose à administrer aux patients (NCT01904123, ClinicalTrials.gov). 

L’inhibition de la voie de signalisation STAT3 consiste donc à bloquer l’influence du 

microenvironnement tumoral sur le phénotype des macrophages. Une autre approche serait 

d’orienter les macrophages vers un phénotype anti-tumoral afin de réactiver la réponse 

immunitaire au sein de la tumeur. PC1/3 est une proprotéine convertase très récemment 

identifiée comme une nouvelle cible thérapeutique dans la reprogrammation des 

macrophages (Duhamel et al., 2015). 

3 Les proprotéines convertases (PCs) 

Le protéome, qui désigne l’ensemble des protéines, s’illustre par sa grande complexité. 

Chaque protéine peut subir des modifications post traductionnelles opérées par diverses 

enzymes. De nombreuses modifications post traductionnelles existent incluant la 
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phosphorylation, la glycosylation, l’acétylation, la méthylation, l’oxydation … L’ensemble de 

ces modifications régule la fonction, la localisation, l’activité et la structure des protéines de 

façon réversible ou non.  

Le clivage des liaisons peptidiques qui relient les acides aminés d’une protéine, ou 

protéolyse, est une modification post traductionnelle irréversible. Elle est orchestrée par des 

protéases classées selon leurs homologies de séquences en 5 familles : les protéases à sérine, 

les métalloprotéases, les protéases à cystéine, les protéases à thréonine et les protéases à 

acide aspartique. Les protéases à sérine sont la plus grande famille de protéases chez 

l’homme. Parmi celles-ci, les proprotéines convertases sont des enzymes clés dans la 

maturation de nombreux précurseurs protéiques (Puente et al., 2003). 

3.1 Généralités 

La famille des PCs compte 9 membres, dont 7 principales : PC1/3, PC2, la furine, PC4, 

PC5/6, PACE4, PC7 et les deux dernières décrites plus récemment qui sont l’isozyme de la 

subtilisine/kexine (SKI-1) et la proprotéine convertase subtilisin/kexin 9 (PCSK9).  

Maturation 

Avant d’exercer leur fonction protéolytique, les PCs sont synthétisées en tant que 

précurseurs inactifs, appelés zymogènes. Elles doivent elles-mêmes subir un clivage 

protéolytique de leur région N-terminale qui contient un peptide signal et un pro-segment 

(Figure 16). Dans un premier temps, leur peptide signal qui permet l’adressage des enzymes 

vers le réticulum endoplasmique est clivé. Elles acquièrent ensuite leur structure 

tridimensionnelle grâce à leur pro-segment. Enfin, un processus d’activation protéolytique est 

nécessaire pour dissocier le pro-segment du site catalytique et ainsi activer l’enzyme une fois 

que la zone d’activité est atteinte. L’expression tissulaire et la localisation intracellulaire sont 

propres à chaque PC et sont déterminées par leur région C-terminale (Artenstein and Opal, 

2011). 
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Figure 16: Structure des proprotéines convertases (Seidah and Prat, 2012).  

Les proprotéines convertases possèdent toutes un peptide signal responsable de l’adressage de 

l’enzyme vers le réticulum endoplasmique ainsi qu’un pro-segment permettant le bon repliement de la 

protéine et son inhibition catalytique. Le clivage de ces deux segments est nécessaire pour l’activité de 

l’enzyme exercée par son domaine catalytique, très conservé entre les différentes PCs tout comme le 

domaine P qui intervient dans la stabilité du site catalytique. Les PCs se distinguent par leur région C-

terminale qui contribue à la régulation de la localisation et du trafic intracellulaire de l’enzyme. 

 

Distributions intracellulaire et tissulaire  

Hormis PC7, SKI-1 et la furine qui sont exprimées de manière ubiquitaire, les autres PCs 

ont une expression tissu-spécifique (Seidah and Prat, 2012). PCSK9, PC5/6 et PACE4 

présentent une expression tissulaire très répandue. PCSK9 est ainsi retrouvée dans le foie, les 

intestins et les reins (Luo et al., 2009) ; PC5/6 est exprimée dans l’intestin, les reins et les 

ovaires et PACE 4 dans les muscles, le cœur, l’hypophyse, le cervelet et les reins (Seidah and 

Prat, 2012). PC4, PC1/3 et PC2, quant à elles, ont une répartition tissulaire plus spécifique. PC4 

est exprimée dans les cellules germinales des testicules et des ovaires ainsi que dans le 

placenta (Gyamera-Acheampong and Mbikay, 2009) tandis que PC1/3 et PC2 sont retrouvées 
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principalement dans le système neuroendocrinien (Seidah and Prat, 2012) et ont plus 

récemment été décrites dans le système immunitaire (Lansac et al., 2006). 

Au sein de la cellule, la furine, PC4, PC5/6 et PACE4 sont retrouvées dans plusieurs 

compartiments de la voie de sécrétion non régulée notamment dans le réseau Trans-golgien, 

les endosomes mais aussi à la surface cellulaire et dans le milieu extracellulaire (Seidah and 

Prat, 2012). PC7 est également retenue à la surface cellulaire (Rousselet et al., 2011). PC1/3 

et PC2, quant à elles, sont associées à la voie de sécrétion régulée et sont stockées dans les 

vésicules de sécrétion (Seidah and Prat, 2012). SKI-1 peut être retrouvée dans les endosomes 

et les lysosomes (Seidah and Prat, 2012) et PCSK9 est majoritairement co-localisée avec le 

récepteur aux lipoprotéines de basse densité (LDLR) dans les endosomes et à la surface 

cellulaire (Nassoury et al., 2007). 

Activité protéolytique 

Les sept principales enzymes sont très similaires et clivent les précurseurs protéiques 

au motif (R/K)Xn(R/K)↓ où la flèche indique le site de clivage, Xn le nombre d’acides aminés 

espaçant les deux résidus arginine (R) ou lysine (K). Elles sont responsables de l’activation, de 

l’inactivation ou de changements fonctionnels d’un grand nombre d’hormones, de facteurs de 

croissance, de récepteurs et même d’enzymes. Le huitième membre de la famille des PCs, SKI-

1, active des facteurs de transcription membranaires par protéolyse selon le motif 

RX(L/V/I)X↓ où X représente un acide aminé autre que la cystéine ou la proline, V la valine et 

I l’isoleucine (Seidah and Prat, 2012). Le dernier membre des PCs, PCSK9, réalise un 

autoclivage catalytique après son résidu VFAQ↓ où F représente la phénylalanine, A l’alanine 

et Q la glutamine. Elle interagit avec le LDLR pour promouvoir sa dégradation (Horton et al., 

2009). 

3.2 Fonctions 

3.2.1 Le développement de modèles murins knockout 

Les modèles murins knockout (KO), où les gènes de PCs ont été invalidés, ont permis 

d’étudier les fonctions physiologiques des PCs. Celles-ci sont répertoriées dans le Tableau 2. 

Grâce à ces modèles, l’implication des PCs dans l’embryogenèse et dans le développement a 

pu être démontrée.  
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Tableau 2 : Substrats et distribution tissulaire des différentes PCs et phénotype des modèles murins KO. 

PROPROTEINE 

CONVERTASE - 

Gène 

EXEMPLE DE 

SUBSTRAT 

DISTRIBUTION 

TISSULAIRE 

PHENOTYPE MODELE MURIN 

KO 

PC1/3 - Pcsk1 

PC2 - Pcsk2 

POMC, 

proinsuline, 

proglucagon 

Tissus 

neuroendocriniens 

Obésité 

Nanisme et retard de croissance 

FURINE - Furine TGF-β, BMP10 Ubiquitaire 

Létalité embryonnaire 

Malformation cardiaque et 

osseuse 

PC4 - Pcsk4 
IGF2, PACAP, 

ADAM 

Placenta 

Gonades 
Fertilité réduite 

PC5/6 - Pcsk5 GDF11 
Intestin, les reins 

et les ovaires 

Létalité à la naissance 

Défaut de développement du 

cytosquelette 

PACE4 - Pcsk6 
TGF-β, BMP, 

ADAM 

Muscles, le cœur, 

l’hypophyse, le 

cervelet et les 

reins 

Létalité 

Malformation cardiaque et 

osseuse 

PC7 - Pcsk7 
Récepteur 

transferrine 
Ubiquitaire Aucune anormalité 

SKI-1 - Mbtps1 SREBPs Ubiquitaire Létalité embryonnaire 

PCSK9 - Pcsk9 PCSK9 
Foie, les intestins 

et les reins  

Augmentation de l’expression 

de LDLR, diminution du 

cholestérol circulant 

PC1/3 et PC2, liées au système neuroendocrinien, sont très souvent exprimées dans 

les mêmes tissus et dans les mêmes cellules. Elles sont impliquées dans la maturation 

d’hormones de croissance et de neuropeptides tels que la proinsuline, le proglucagon et la 

proopiomelanocortine (POMC) (Seidah and Prat, 2012). Le KO de PC1/3 ou de PC2 est associé 

à un retard de croissance et à un nanisme. Ce phénotype est dû à un déficit de maturation des 

hormones de croissance telles que la somatocrinine ou encore l’hormone corticotrope (ACTH) 

normalement issues de la maturation de la POMC (Zhu et al., 2002). Une obésité et une 

hypoglycémie sont également observées suite au défaut de maturation de la proinsuline 

(Furuta et al., 2001; Lloyd et al., 2006). 

 Dans les gonades, PC4 est la seule PC exprimée (Gyamera-Acheampong and Mbikay, 

2009). Le modèle murin KO pour PC4 a permis de démontrer l’importance de cette enzyme à 

leur niveau. En effet, l’invalidation génique de PC4 provoque une fertilité très réduite des 
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souris (Mbikay et al., 1997). Celle-ci est probablement liée au défaut de maturation du 

pituitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) (LI et al., 2006) et de la disintegrin and 

metalloproteinase (ADAM) (Basak et al., 2004), qui sont deux facteurs impliqués dans le 

développement des gonades. PC4 est également retrouvée dans le placenta et est impliquée 

dans l’activation de l’insulin-like growth factor-II (IGF-II) responsable de la migration du 

trophoblaste et de l’apport de nutriments pendant la croissance fœtale (Qiu et al., 2005). 

Le modèle KO spécifique de la furine présente une létalité embryonnaire attribuée à 

un défaut de développement cardiaque. Celui-ci est alloué au manque de maturation du TGF-

β et de la bone morphogenetic protein 10 (BMP10), deux facteurs indispensables au bon 

développement cardiaque pendant l’embryogenèse (Roebroek et al., 1998). Pour contrecarrer 

la létalité du modèle in vivo, les fonctions de la furine ont été étudiées par son inactivation 

génétique inductible dans certains tissus comme le foie chez la souris. Cependant, le clivage 

de certains substrats de la furine est toujours observé après son inactivation. Il semblerait 

donc que d’autres PCs soient impliquées dans le clivage des mêmes substrats indiquant la 

redondance catalytique de certaines de ces enzymes (Seidah and Prat, 2012).  

Tout comme la furine, l’invalidation génique de PACE4 conduit à la mort embryonnaire 

d’un quart des modèles KO, suite à des malformations cardiaques et osseuses. Cette PC est 

donc également indispensable au développement prénatal. En revanche, aucun changement 

de phénotype n’est observé chez les souris survivantes. La furine semble cliver les mêmes 

substrats que PACE4. Ainsi, à l’âge adulte, elle pourrait compenser l’absence de PACE4, d’où 

l’absence de changement phénotypique (Creemers and Khatib, 2008). 

Le KO de PC5/6, quant à lui, provoque une létalité plus tardive. En effet, celle-ci 

survient à la naissance. Les souris présentent des altérations au niveau du squelette, 

notamment l’absence de queue ainsi que des défaillances rénale et pulmonaire. Ce phénotype 

est en partie dû au manque de maturation du facteur de différenciation 11 (GDF11) connu 

pour réguler le développement squelettique (Essalmani et al., 2008). Les fonctions de PC5/6 

ont également été étudiées au sein de cellules endothéliales où aucun phénotype anormal n’a 

été observé suite à son invalidation génétique, démontrant ainsi que d’autres PCs pourraient 

compenser son absence en clivant ses substrats (Creemers and Khatib, 2008).  
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Malgré son expression ubiquitaire, l’invalidation du gène codant pour PC7 ne conduit 

à aucune anormalité. PC7 présente une répartition tissulaire très similaire à celle de la furine 

et les deux enzymes semblent être impliquées dans l’activation des mêmes substrats. Ainsi, la 

furine pourrait compenser l’absence de PC7 (Creemers and Khatib, 2008). Une analyse in vitro 

a cependant permis de démontrer que le récepteur de la transferrine est un substrat 

spécifique de PC7 traduisant ainsi son implication dans le métabolisme ionique (Guillemot et 

al., 2013).  

 SKI-1 a été décrite comme étant impliquée dans le métabolisme lipidique à travers 

l’activation des précurseurs des sterol regulatory element-binding proteins (SREBP1 et 

SREBP2), protéines régulatrices du métabolisme des lipides (Seidah and Prat, 2012).  

Enfin, PCSK9 est également essentielle au métabolisme lipidique. Elle se lie au LDLR sur 

les hépatocytes, stimule son internalisation, favorise sa dégradation et empêche le recyclage 

du LDLR à la surface cellulaire. L’internalisation des LDL et du cholestérol qu’il transporte est 

donc réduite. Ainsi, le modèle KO de PCSK9 montre un niveau élevé de LDLR dans le foie, une 

diminution du cholestérol circulant et des LDL-C (Roubtsova et al., 2011). Les LDLRs étant 

également impliqués dans la clairance des lipides pathogènes tels que le LPS (Topchiy et al., 

2016), une réduction de l’activité de PCSK9 est associée à une augmentation de son 

élimination, une diminution de la réponse inflammatoire et une amélioration du résultat du 

choc septique (Walley et al., 2014). 

Les modèles murins KO pour les PCs ont permis d’identifier les substrats types des 

enzymes, mais ces dernières sont responsables du clivage d’un grand nombre de précurseurs 

de récepteurs, de ligands, d’enzymes et de facteurs de croissance. Compte tenu du nombre 

important de leurs substrats et de leur distribution tissulaire très variée, les PCs sont 

impliquées dans plusieurs types de pathologies, telles que l’obésité, les maladies 

cardiovasculaires ou encore le développement tumoral (Couture et al., 2012) 

3.2.2 L’implication des proprotéines convertases dans le développement tumoral 

Les proprotéines convertases sont sur-exprimées dans plusieurs types de cancers 

L’expression de PCs au sein des cancers a été très étudiée et plusieurs études 

démontrent leur corrélation avec la progression de la tumeur. Par exemple, PC1/3 et PC2 sont 

retrouvées en grande quantité dans les adénomes hypophysaires (Takumi et al., 1998). PACE4 
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a été décrite comme étant surexprimée dans les cancers de l’ovaire (Longuespée et al., 2014) 

et de la prostate (D’Anjou et al., 2011). Son inhibition au sein de lignées cellulaires humaines 

du cancer de la prostate entraine une diminution de leur prolifération et de leur capacité à 

former de nouvelles tumeurs chez les modèles murins (D’Anjou et al., 2011). Une 

augmentation de l’expression de la furine, corrélée avec le caractère invasif de la tumeur, est 

également observée dans plusieurs cancers localisés au niveau de la tête et du cou comme les 

cancers de la langue, du pharynx ou encore du larynx (Bassi et al., 2001) et également au sein 

de gliomes (Wick et al., 2004). L’hypoxie retrouvée au sein des GBMs est une des causes de 

l’augmentation de l’activité de la furine au sein de la tumeur. Les promoteurs de la furine 

présentent, en effet, des sites de liaison au facteur de transcription HIF-1, libéré en condition 

hypoxique (Siegfried et al., 2020). 

Les substrats des proprotéines convertases et le développement tumoral  

Non seulement les PCs sont surexprimées dans les tissus tumoraux mais elles semblent 

également participer activement au développement tumoral (Figure 17). Cette activité pro-

tumorale serait liée à la grande variété des substrats qu’elles clivent. En effet, l’activité et 

l’expression de la majorité des facteurs impliqués dans la progression tumorale et dans le 

développement de l’environnement immunosuppresseur sont régulées par les PCs. Ainsi, la 

prolifération cellulaire est très probablement augmentée par l’activation de facteurs de 

croissance tels que le platelet-derived growth factor (PDGF), l’IGF et le TGF-β par les PCs 

(Artenstein and Opal, 2011; Bassi et al., 2005). Ce dernier est connu comme un régulateur clé 

du développement tumoral et des processus inflammatoires et immunologiques. Comme la 

majorité des substrats des PCs, le TGF-β est synthétisé en tant que substrat inactif (proTGF-β) 

et doit être clivé par la furine pour être actif (Siegfried et al., 2020). Les PCs participent 

également à la maturation du VEGF et d’enzymes impliquées dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire comme les MMPs ou ADAM, favorisant ainsi le processus d’angiogenèse et de 

métastase (Artenstein and Opal, 2011; Bassi et al., 2005). Certaines PCs, comme la furine, 

clivent également les intégrines qui contrôlent la mobilité cellulaire et participent ainsi au 

processus métastatique (Khatib et al., 2002). 
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Figure 17 : Implication des proprotéines convertases (PCs) dans le développement tumoral (Siegfried et 

al., 2020).  

Les PCs clivent de nombreux précurseurs de facteurs de croissance et angiogéniques, de protéines 

d’adhésion cellulaire et de metalloprotéinases. Tous ces substrats sont connus pour participer à 

différents processus du développement tumoral tels que la prolifération, l’angiogenèse, l’invasion ou 

encore la migration. 

 

L’inhibition des proprotéines convertases  : une nouvelle opportunité 

thérapeutique 

Au vu de l’implication des PCs dans le développement tumoral, l’inhibition de leur 

activité protéolytique apparaît comme une nouvelle approche thérapeutique. Ainsi, plusieurs 

inhibiteurs de PCs ont été développés dans le but de limiter leur rôle dans la maturation de 

facteurs impliqués dans le développement tumoral (Scamuffa et al., 2008). Leur effet anti-

tumoral a pu être démontré dans le cadre du cancer colorectal. Ainsi, la lignée cellulaire 

humaine du cancer colorectal HT-29 traitée avec le α1-antitrypsin Portland (α1-PDX), un 

inhibiteur de PCs, sécrète moins de TNF-α, d’IL-1α et ne présente plus de maturation de l’IGF-

1R. Toutes ces molécules sont des substrats de PCs impliqués dans le développement tumoral. 

Par ailleurs, Bassi et ses collaborateurs (2010) ont également démontré une réduction de la 

taille de la tumeur suite à l’application d’un inhibiteur de PCs au sein d’un modèle murin de 

carcinome (Bassi et al., 2010). Pr. R. Day et ses collaborateurs (2015) ont, quant à eux, 

démontré que l’injection d’un inhibiteur de PCs ralentit de manière significative la progression 



49 
 

tumorale au sein d’un modèle murin de xénogreffe de cancer de la prostate (Levesque et al., 

2015). 

De par leurs nombreux substrats, les PCs sont impliquées dans de multiples processus 

cellulaires du développement tumoral mais aussi dans certains processus immunitaires tels 

que la tolérance et la réponse inflammatoire.  

3.2.3 Les proprotéines convertases dans l’immunité 

Parmi l’ensemble des PCs, la furine et PC1/3 sont deux enzymes décrites comme ayant 

un rôle dans l’immunité notamment à travers la régulation de la sécrétion de cytokines. 

La furine, enzyme clé dans l’activité des macrophages et des lymp hocytes 

Plusieurs études ont démontré l’implication de la furine dans l’activité des cellules 

immunitaires. Elle est nécessaire pour le clivage et l’activation du récepteur TLR7 qui assure 

la médiation de l'activité immunitaire en réponse aux acides nucléiques viraux (Hipp et al., 

2013). De plus, l’inhibition de la furine au sein des lymphocytes T n’altère pas leur 

développement mais réduit considérablement leur capacité à sécréter les cytokines anti-

inflammatoire TGF-β et IL-10, cytokines essentielles à la régulation de la réponse immunitaire. 

L'absence de furine est également associée à une sécrétion élevée de cytokines pro-

inflammatoires telles qu’IL-6 et IFN-γ et à la régulation positive de plusieurs gènes 

généralement associés à l'activation des lymphocytes T, notamment Fos, Jun et Ifng. Ainsi, 

l’inhibition de la furine au sein de lymphocytes T conduit à leur activation et à une production 

massive de cytokines pro-inflammatoires (Pesu et al., 2008). La furine est non seulement 

impliquée dans la régulation de l’activation des lymphocytes mais aussi dans la modulation de 

l’activité des macrophages. En effet, dans un modèle murin où la furine est génétiquement 

inactivée de manière inductible et ciblée, les macrophages déficients en furine présentent une 

régulation positive de nombreux gènes associés à leur activation tels que Serpinb1a, Serpinb2, 

Il6, Il1-β, Ccl2, et Ccl7 (Cordova et al., 2016). Une augmentation de l’expression de gènes 

codants pour les cytokines pro-inflammatoires Tnf-α et Il-6 ainsi qu’une diminution du gène 

codant pour la cytokine anti-inflammatoire Il-10 est également observée. De plus, l’inhibition 

de la furine provoque, suite à un stimulus LPS ou IFN-γ des macrophages, une augmentation 

de l'expression de Nos2, gène marqueur du phénotype pro-inflammatoire M1. En revanche, 

l'expression d’Arg1, gène marqueur du phénotype anti-inflammatoire M2, est réduite 

(Cordova et al., 2016). Ainsi, la furine est également impliquée dans la régulation du 
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phénotype inflammatoire des macrophages en favorisant une orientation anti-inflammatoire, 

qui est souvent associée à un phénotype pro-tumoral (voir 2.4 Les macrophages associés à la 

tumeur). 

Le rôle de PC1/3 dans la régulation de l’immunit é innée 

PC1/3 a jusqu’à très récemment été décrite uniquement dans le système 

neuroendocrinien dans lequel elle clive des précurseurs d’hormones et de neuropeptides. 

Cependant, l’expression de certains d’entre eux comme la POMC et la proenképhaline (PENK) 

a été décrite dans le système immunitaire (Day and Salzet, 2002). De plus, une étude in vivo 

réalisée chez des rats et visant à étudier l’expression de PCs dans les cellules immunitaires a 

révélé une expression de PC1/3 et PC2 par les macrophages et les lymphocytes. Celle-ci a 

également montré que l’expression de ces deux PCs augmente en condition infectieuse, 

mimée par la stimulation du TLR4 par le LPS (Lansac et al., 2006). Ces observations ont conduit 

à des études plus détaillées du rôle de PC1/3 dans l’immunité. Pour ce faire, le modèle murin 

PC1/3 KO a été utilisé. Ainsi, les macrophages isolés à partir du péritoine de ces souris 

sécrètent une quantité plus importante de cytokines pro-inflammatoires. Cette sécrétion 

exacerbée prédispose ces souris à un choc septique suite à une injection de LPS (Refaie et al., 

2012). Ces observations ont été confirmées sur la lignée de macrophages alvéolaires de rat 

NR8383 knockdown (PC1/3 KD) où l’expression de PC1/3 est largement réduite. De plus, une 

colocalisation de PC1/3 et du TLR4 est observée suite à une stimulation avec le LPS suggérant 

un rôle essentiel de PC1/3 dans le trafic du TLR4, dans la régulation de la voie de signalisation 

associée à ce récepteur et dans le contrôle de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(Gagnon et al., 2013). Enfin, des analyses protéomiques ont pu confirmer et décrire plus 

précisément ce rôle (Figure 18). L’inhibition de PC1/3 provoque, en effet, une réorganisation 

complète du cytosquelette. L’apparition de filopodes, marqueurs de l’activation 

macrophagique ainsi que l’augmentation de la formation de corps multi-vésiculaires sont 

observés. L’homéostasie calcique est également impactée, le niveau basal de calcium est très 

élevé dans les macrophages PC1/3 KD. De plus, suite à une stimulation du TLR4 avec le LPS, la 

voie de signalisation NF-κB est plus longuement activée dans ces macrophages (Duhamel et 

al., 2015). Cette amplification est causée par une accélération du recyclage du TLR4 à la 

surface cellulaire et par une expression exacerbée de MyD88, adaptateur majeur de la voie de 

signalisation NF-κB (Rodet et al., 2019).  
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Figure 18 : Schéma décrivant l’impact de l’inhibition de PC1/3 au sein des macrophages (Duhamel et 

al. 2016).  

L’inhibition de PC1/3 conduit à la formation de corps multivésiculaires et à la sécrétion abondante de 

cytokines pro-inflammatoires (1). La stimulation des récepteurs TLR4 et 9 par les motifs moléculaires 

associés aux dégâts (DAMPs) (2) induit l’activation de la voie de signalisation NF-κB (3). Il s’en suit une 

translocation nucléaire du facteur de transcription NF-κB (4) résultant en une sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires exacerbée. L’inhibition de PC1/3 conduit également à l’augmentation du taux de 

calcium intracellulaire (5) et du nombre de MVBs (6) qui contribuent à l’augmentation de la sécrétion 

de cytokines. 

L’ensemble de ces changements expliquent l’augmentation de la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires par les macrophages PC1/3 KD. Un résultat similaire a été 

observé suite à l’activation du TLR9 par du CpG-ODN bien que les cytokines libérées soient 

différentes selon le TLR stimulé (Duhamel et al., 2015, 2016a). Par ailleurs, l’activation de la 

voie anti-inflammatoire STAT3 est également réduite dans les macrophages PC1/3 KD. Ainsi, 

ils conservent cette orientation pro-inflammatoire même en présence d’IL-10, cytokine anti-

inflammatoire sécrétée par les cellules cancéreuses et ayant un rôle majeur dans l’induction 

d’un environnement immunosuppresseur (Duhamel et al., 2015). Cette caractéristique 

indique que l’inhibition de PC1/3 dans les macrophages pourrait constituer une stratégie anti-

tumorale pertinente. Cette hypothèse a pu être conforté par les tests biologiques qui ont été 

réalisés (Duhamel et al., 2015).  
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En effet, les facteurs sécrétés par les macrophages PC1/3 KD stimulés au 

LPS présentent des activités biologiques très intéressantes. Notamment un effet 

chimiotactique sur les lymphocytes T auxiliaires naïfs (Th0) exercé par les chimiokines CXCL10, 

CXCL9 et CCL20 a pu être observé (Duhamel et al., 2015). De plus, suite au traitement au LPS, 

les macrophages PC1/3 KD sécrètent également plus de TNF-α, d’IL-1α et d’IL-1β. Ce profil 

cytokinique suggère que les LT auxiliaires naïfs Th0 préalablement recrutés pourraient être 

orientés vers un profil Th1. La réponse immunitaire cytotoxique pourrait donc être favorisée 

dans un environnement comprenant des macrophages PC1/3 KD (Duhamel et al., 2015). 

Par ailleurs, le sécrétome des macrophages PC1/3 KD exerce une activité anti-tumorale 

contre les lignées cellulaires humaines des cancers du sein SKBR3 et de l’ovaire SKOV3. Ainsi, 

l’inhibition de PC1/3 associée à la stimulation du TLR4 semble être une opportunité 

thérapeutique à exploiter pour contrecarrer l’immunosuppression observée au sein de 

l’environnement tumoral (Duhamel et al., 2015).  

L’implication des PCs dans le développement tumoral et dans la modulation du 

phénotype inflammatoire des macrophages ouvre sur une nouvelle visée thérapeutique. 

D’autant plus que l’inhibition de PC1/3 au sein de macrophages induit un phénotype pro-

inflammatoire et anti-tumoral, accentué suite à la stimulation du TLR4 (Duhamel et al., 2015).  

 

 

OBJECTIFS DE LA THESE 

Au cours de cette thèse, plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant les gliomes ont été 

envisagées et ce avec un objectif double. Il s’agissait à la fois de rendre la tumeur visible pour 

le système immunitaire mais aussi de réactiver les macrophages associés à la tumeur. Pour ce 

faire, les objectifs de la thèse étaient donc les suivants : 

- Mettre en place une stratégie de réactivation des macrophages via l’utilisation 

combinée d’un inhibiteur de PCs et de ligands des TLRs. 

- Ralentir le développement tumoral en diminuant la prolifération et l’invasion des 

cellules cancéreuses. 
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Pour répondre à ces objectifs, nous avons dans un premier temps développé une 

stratégie d’activation du TLR4 de façon stérile par l’utilisation du Placlitaxel sur des 

macrophages PC1/3 KD. Le but est d’activer la production de cytokines pro-inflammatoires et 

de facteurs anti-tumoraux. Ensuite, face aux résultats encourageants obtenus, nous avons 

évalué l’activité anti-tumorale des facteurs sécrétés par ces macrophages sur un modèle 3D 

associant ou non les cellules de gliome de rat C6 et les macrophages. Les résultats positifs 

nous ont conduits à élargir la stratégie à l’inhibition de plusieurs PCs par un inhibiteur 

commercial. Cela permettrait de réduire directement le développement tumoral en réduisant 

la maturation des substrats de ces enzymes et d’orienter les macrophages vers un phénotype 

favorable à l’activation d’une réponse immunitaire dirigée contre les cellules cancéreuses. Les 

résultats de cette stratégie sont présentés dans un deuxième article où l’activité anti-tumorale 

de l’inhibiteur et sa capacité à orienter les macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire 

ont été démontrées sur un modèle de culture 3D comprenant les cellules immunitaires et les 

cellules cancéreuses. Pour accentuer le phénotype anti-tumoral des macrophages, l'utilisation 

de l’inhibiteur a été couplée avec le Poly (I:C), ligand du récepteur TLR3 dont les effets anti-

tumoraux ont déjà été décrits au sein des gliomes (Kees et al., 2012). La stimulation du TLR3 

qui régit une voie antivirale et l’inhibition de PC1/3 activeraient à la fois la réponse pro-

inflammatoire et anti-virale. Ainsi, dans un troisième article nous avons mis en évidence 

l’activité anti-tumorale des facteurs sécrétés par les macrophages stimulés au Poly (I:C) et la 

complémentarité de ces facteurs et de l’inhibiteur de PCs contre les gliomes.  



54 
 

CHAPITRE I 

L’INHIBITION DE PC1/3 AU SEIN DE MACROPHAGES ASSOCIEE A UN TRAITEMENT AVEC DU 

PACLITAXEL EST UNE STRATEGIE THERAPEUTIQUE NOVATRICE DANS LE TRAITEMENT DES 

GLIOBLASTOMES 

Introduction 

L’environnement tumoral est complexe et regroupe plusieurs types cellulaires, 

notamment des cellules immunitaires telles que des macrophages. Au lieu de remplir leurs 

fonctions immunologiques et de déclencher une réponse immunitaire contre la tumeur, les 

TAMs vont au contraire participer au développement tumoral. La plasticité phénotypique des 

macrophages peut être utilisée pour reprogrammer les macrophages exprimant un phénotype 

anti-inflammatoire et pro-tumoral vers un phénotype anti-tumoral et pro-inflammatoire afin 

de restaurer la possibilité d’une réponse immunitaire contre la tumeur. La reprogrammation 

des macrophages au sein de GBMs serait donc une avancée thérapeutique dans le cadre de 

leur traitement. 

 Dans cette optique, le laboratoire a étudié l’implication de PC1/3 dans l’orientation du 

phénotype inflammatoire des macrophages. Pour cela, une invalidation génique de PC1/3 par 

knock out a été réalisée chez la souris (Refaie et al., 2012) et par knock down via l’utilisation 

de shRNA au sein de la lignée de macrophages alvéolaires de rat NR8383 (Gagnon et al., 2013). 

Ces cellules sont appelées « PC1/3 KD » pour PC1/3 Knockdown. Les cellules contrôles, « NT » 

pour non-target, ont été transfectées avec un shRNA ne ciblant aucune protéine connue dans 

ces macrophages. Ainsi, les macrophages PC1/3 KD tout comme les macrophages issus des 

souris PC1/3 KO présentent une sécrétion spontanée de cytokines pro-inflammatoires 

accentuée suite à une stimulation du TLR4 par le LPS (Duhamel et al., 2015; Gagnon et al., 

2013; Refaie et al., 2012). De plus, cette sécrétion accrue de cytokines est retrouvée en 

condition immunosuppressive, mimée par une stimulation avec l’IL-10. Cette cytokine anti-

inflammatoire est hautement sécrétée dans le microenvironnement tumoral et est 

responsable de l'immunosuppression observée dans de nombreuses tumeurs comme le GBM. 

Par ailleurs, l’association de l’inhibition de PC1/3 et de la stimulation du TLR4 par le LPS induit 

une sécrétion de facteurs anti-tumoraux actifs contre les lignées cellulaires humaines du 

cancer du sein SKBR3 et de l’ovaire SKOV3 (Duhamel et al., 2015). Ainsi, l’association entre 
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l’inhibition de PC1/3 et la stimulation du TLR4 semble être une approche intéressante pour la 

reprogrammation des macrophages au sein de tumeurs. Cependant, le LPS étant 

immunogène, son utilisation en thérapie déclencherait une réponse immunitaire exacerbée 

du patient. Ainsi, dans le développement de cette stratégie thérapeutique, le Paclitaxel a été 

choisi pour remplacer le LPS en tant que ligand stérile du TLR4. Cependant, il ne faut pas 

négliger le fait que les TAMs sont également connus pour moduler profondément la réponse 

à la chimiothérapie. Nous nous sommes donc également demandés si l’inactivation de PC1/3 

permettrait d’enrayer cet effet. Dans ce contexte, nous nous sommes focalisés sur les taxanes, 

comme le Paclitaxel, qui sont des agents chimiothérapeutiques essentiels en oncologie. Le 

Paclitaxel, vendu sous le nom de Taxol, est un agent thérapeutique utilisé pour le traitement 

des cancers du sein, du poumon et de l’ovaire. Sa nature lipophile lui permet de passer la 

membrane plasmique (Byrd-Leifer et al., 2001). Plusieurs études ont démontré son efficacité 

anti-tumorale in vitro et in vivo, sur un modèle murin de xénogreffe de glioblastome, où une 

réduction du volume de la tumeur est observée (Ruan et al., 2017). Ce dernier stimule la 

formation de microtubules et les stabilise en empêchant leur dépolymérisation. En 

supprimant la dynamique des microtubules, le Paclitaxel inhibe la formation correcte du 

fuseau mitotique, étape essentielle de la mitose. Il exerce ainsi ses fonctions cytotoxiques par 

l’inhibition de la division cellulaire mais aussi à travers le système immunitaire en stimulant la 

réponse immunitaire. En effet, le Paclitaxel présente des propriétés mimétiques du LPS et est 

reconnu comme ligand du TLR4 (Akira and Takeda, 2004). En se liant au TLR4, il active à la fois 

les voies de signalisation MyD88-dépendante et indépendante induisant l'activation du 

facteur de transcription NF-κB et des protéines kinases associées aux microtubules (MAPK) 

conduisant ainsi à la production de facteurs inflammatoires (Figure 19) (Byrd-Leifer et al., 

2001).  
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Figure 19 : Activation de la voie de signalisation associée au TLR4 par le Paclitaxel (d’après Byrd-Leifer 

et al., 2001).  

La liaison du Paclitaxel au TLR4 active deux voies de signalisation, une voie Myd88 dépendante et une 

voie Myd88 indépendante dans laquelle la protéine adaptatrice TRIF intervient. La voie Myd88 

dépendante est caractérisée par le recrutement de la protéine Myd88 par le TLR4. Cette liaison permet 

une cascade de signalisation qui aboutit à la phosphorylation du complexe IKKα/β et à la translocation 

nucléaire du facteur de transcription NF-κB. De la même manière, une stimulation au Paclitaxel induit 

le recrutement de TRIF, la phosphorylation des MAPKs et la translocation nucléaire d’AP-1. L’activation 

de ces voies de signalisation aboutit à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. 

 

 

Objectifs 

Dans l’optique de remplacer le LPS par le Paclitaxel, nous voulions déterminer si les 

effets des deux ligands sur les macrophages étaient similaires. Le but étant d’évaluer si 

l’inhibition de PC1/3 dans les macrophages combinée à l’activation du TLR4 par le Paclitaxel 

pourrait constituer une thérapie efficace contre les gliomes. Pour cela, nous avons de nouveau 

utilisé la lignée de macrophages alvéolaires de rat NR8383 PC1/3 KD ainsi que les cellules 

contrôles, les NR8383 NT (Gagnon et al., 2013).  
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La réponse des macrophages PC1/3 KD au Paclitaxel fut donc explorée et comparée à 

celle observée suite à une stimulation au LPS. Le profil protéique des macrophages a ainsi été 

étudié au travers des analyses protéomiques pour appréhender leur phénotype. Des tests 

biologiques effectués sur une lignée cellulaire de gliome de rat, les C6, ont permis d’analyser 

l’effet anti-tumoral du Paclitaxel et son action sur la sécrétion de facteurs anti-tumoraux par 

les macrophages. Afin de vérifier l’impact du Paclitaxel au sein d’un environnement plus 

complexe et plus proche du microenvironnement tumoral, des tests d’invasion ont été 

effectués sur des sphéroïdes composés de C6, en co-culture ou non avec des macrophages. 

L’impact de l’association entre l’inhibition de PC1/3 et la stimulation du TLR4 par le Paclitaxel 

en tant que stratégie thérapeutique dans le traitement des GBMs a donc été évalué (Figure 

20).  

 

Figure 20 : Objectifs et stratégie expérimentale de l'étude de l'effet du Paclitaxel sur les macrophages 

PC1/3 KD (d’après Duhamel et al., 2018).  
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Résultats 

Influence du Paclitaxel sur le phénotype des macrophages PC1/3 KD  

Une analyse protéomique du contenu cellulaire des macrophages NT et PC1/3 KD a 

tout d’abord été réalisée. Celle-ci démontre que les macrophages PC1/3 KD stimulés au 

Paclitaxel présentent une sur-expression d’intégrines et de protéines du cytosquelette comme 

la filamin-a, la calponin 2 ou encore la coronin 1c. Ces résultats suggèrent une réorganisation 

du cytosquelette des macrophages PC1/3 KD confirmant les observations d’une étude 

précédente du laboratoire qui décrit les conséquences moléculaires de l’inhibition de PC1/3 

au sein de macrophages (Duhamel et al., 2015). Une augmentation de l’expression de 

l’anoctamin-6 ; liée à la phagocytose ainsi que des protéines de la réponse immunitaire CD36 

et galectines 1 et 3, est également observée dans ces cellules suite à une stimulation avec le 

Paclitaxel. Ce profil protéique traduit une activation des fonctions immunologiques des 

macrophages et confirme l’implication de PC1/3 dans la modulation du phénotype 

inflammatoire et immunitaire des macrophages. 

L’étude du profil protéique des macrophages NT et PC1/3 KD a été complétée par 

l’analyse de leurs sécrétomes par spectrométrie de masse et puces à cytokines. Comme décrit 

précédemment (Duhamel et al., 2015), les macrophages PC1/3 KD sécrètent spontanément 

plus de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires que les macrophages NT. Certaines de 

ces cytokines sont spécifiques des macrophages non stimulés, notamment CXCL10, TNF-α, IL-

6 et CXCL2. D’autres telles que CCL5 et CXCL1, sont également retrouvées dans le sécrétome 

des macrophages PC1/3 KD suite à une stimulation au Paclitaxel. De plus, le Paclitaxel induit 

la sécrétion de cytokines distinctes, telles que CCL3, CXCL3 et IL-1β dont la libération est 

uniquement observée pour les macrophages stimulés par celui-ci. Ainsi, le Paclitaxel induit, 

tout comme le LPS, une orientation des macrophages PC1/3 KD vers un phénotype pro-

inflammatoire.  

Précédemment, le laboratoire a démontré que le LPS avait la capacité d’orienter les 

macrophages PC1/3 KD vers un phénotype pro-inflammatoire au sein d’un environnement 

anti-inflammatoire, mimé par une stimulation à l’IL-10 (Duhamel et al., 2015). Nous voulions 

donc vérifier que le Paclitaxel avait la même activité au sein d’un environnement anti-

inflammatoire. Pour cela, nous avons ajouté de l’IL-10 dans le milieu de culture des 

macrophages avant la stimulation avec du Paclitaxel. L'analyse avec des puces à cytokines 

ensuite réalisée sur le sécrétome des macrophages a démontré que le profil protéique pro-



59 
 

inflammatoire des macrophages PC1/3 KD subit quelques modifications suite à une 

stimulation avec l'IL-10. Leur sécrétion spontanée de cytokines pro-inflammatoires est, en 

effet, très légèrement réduite mais reste, malgré tout, plus élevée que celle des macrophages 

contrôles. Une stimulation du TLR4 avec le Paclitaxel ou le LPS permet de renforcer le profil 

pro-inflammatoire des macrophages PC1/3 KD et aussi de leur apporter une résistance face à 

un environnement immunosuppresseur. En effet, une stimulation préalable avec l’IL-10 

n’induit aucun changement dans la sécrétion de cytokines par les macrophages PC1/3 KD 

stimulés au Paclitaxel. De plus, des western blots réalisés sur des extraits cellulaires de 

macrophages PC1/3 KD ont permis de mettre en évidence une forte diminution de la 

phosphorylation de STAT3 et donc de l’activation de la voie anti-inflammatoire qui en découle. 

Ceci explique pourquoi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par ces macrophages est 

maintenue même en présence d’IL-10. 

Activité anti-tumorale du Paclitaxel et des facteurs sécrétés par les macrophages 

PC1/3 KD traités au Paclitaxel  

Une activité anti-tumorale des facteurs sécrétés par les macrophages PC1/3 KD 

stimulés au LPS a été mise en évidence sur des lignées cellulaires de cancer du sein et de 

l’ovaire (Duhamel et al., 2015). Lors de notre étude protéomique, des facteurs pro-tumoraux 

tels que Stress induced-phosphoprotein 1 (Stip1) et Heat shock proteins (HSP 90-alpha et HSP-

90 beta) ont été retrouvés dans le sécrétome de macrophages PC1/3 KD et NT stimulés au 

Paclitaxel. Cependant, ce dernier induit également la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et de protéines impliquées dans différentes fonctions immunologiques des 

macrophages. Des analyses ont alors été réalisées pour tester l’activité biologique des facteurs 

sécrétés par ces macrophages stimulés au Paclitaxel. Des tests biologiques évaluant la viabilité 

et l’invasion ont été réalisés sur la lignée cellulaire de gliome de rat C6. Ainsi, comme décrit 

dans la littérature, une diminution de la densité cellulaire des C6 est observée 48h suivant le 

traitement au Paclitaxel. En effet, le Paclitaxel est utilisé dans de nouvelles approches 

thérapeutiques ciblant les GBMs (Ruan et al., 2017). En revanche, cette diminution est plus 

rapide et plus robuste lorsque les cellules de gliome sont incubées avec le sécrétome de 

macrophages PC1/3 KD préalablement stimulés au Paclitaxel. Ces résultats suggèrent donc 

que l’inhibition de PC1/3 au sein des macrophages couplée à une stimulation du TLR4 par le 

Paclitaxel induise la sécrétion de facteurs présentant une activité anti-tumorale.  
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De plus, le Paclitaxel utilisé à de faibles concentrations (20 à 80 nM) provoque 

également la diminution de l’invasion des sphéroïdes composés de C6. Cependant, lorsque 

ces sphéroïdes sont cultivés en présence de macrophages PC1/3 KD ou NT, la diminution de 

l’invasion provoquée par le Paclitaxel est amoindrie. La présence de macrophages dans 

l’environnement semble donc donner un effet protecteur aux cellules cancéreuses. Au vu des 

facteurs pro-tumoraux retrouvés dans le sécrétome des macrophages stimulés au Paclitaxel, 

ce résultat n’est pas surprenant. Cependant, une stimulation des macrophages au Paclitaxel 

avant la mise en co-culture avec les sphéroïdes permet de s’affranchir de cet effet protecteur. 

En effet, en présence de ces macrophages PC1/3 KD ou NT stimulés, l’invasion des sphéroïdes 

C6 diminue. Ceci laisse envisager que les macrophages NT et PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel 

sécrètent des facteurs anti-tumoraux. Des analyses protéomiques ont été réalisées sur les 

sécrétomes des sphéroïdes cultivés avec les deux types de macrophages stimulés au 

Paclitaxel. Celles-ci mettent en évidence que les deux milieux de culture présentent un profil 

protéique différent. Des marqueurs de l’invasion tumorale tels que l’Ezrin ou encore la Sorcin 

sont observés spécifiquement dans le milieu des sphéroïdes C6 cultivés avec les macrophages 

NT pré-stimulés au Paclitaxel. Dans le sécrétome des sphéroïdes cultivés avec les macrophages 

PC1/3 KD pré-stimulés au Paclitaxel, la sécrétion de facteurs impliqués dans le développement 

tumoral et de facteurs, au contraire, anti-tumoraux est observée. Ainsi, nous retrouvons 

notamment Rac1, ayant un rôle majeur dans le développement des gliomes ainsi que Myl6, 

retrouvée dans les exosomes de GBMs. A l’opposé, la protéine phosphatase 32 (ANP32A, 

pp32) présente dans les exosomes de macrophages lors d’une inflammation et le facteur de 

coagulation IX sont connus pour leur activité anti-tumorale au sein des cancers du pancréas 

(Williams et al., 2010) et des carcinomes (Kitano et al., 2015). Ainsi, bien qu’aucune différence 

ne soit visible entre l'effet exercé par les macrophages NT et PC1/3 KD sur l’invasion des 

sphéroïdes C6, ces résultats suggèrent que la résistance au Paclitaxel soit plus modérée en 

présence des macrophages PC1/3 KD. Les facteurs anti-tumoraux retrouvés dans le sécrétome 

des sphéroïdes cultivés avec les macrophages PC1/3 KD pourraient, en effet, contrebalancer 

l’effet des facteurs pro-tumoraux. 

La présence de protéines retrouvées dans les exosomes au sein du sécrétome des 

sphéroïdes nous a amené à nous demander si ces derniers ne seraient pas responsables de 

l’effet anti-tumoral du sécrétome des macrophages PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel. En effet, 
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des études précédentes ont démontré une augmentation de la formation de corps 

multivésiculaires au sein des macrophages PC1/3 KD (Duhamel et al., 2015, 2016a). Or, ces 

corps multivésiculaires sont une source importante de vésicules extracellulaires. Ces dernières 

sont un moyen de communication intercellulaire et peuvent contenir différents types de 

molécules telles que des lipides, des acides nucléiques ou des protéines (Minciacchi et al., 

2015). Nous voulions déterminer si les facteurs anti-tumoraux sécrétés par les macrophages 

stimulés au Paclitaxel pourraient être contenus dans ces vésicules. Ainsi, nous avons testé 

l’effet anti-tumoral de vésicules purifiées à partir du sécrétome de macrophages PC1/3 KD ou 

NT stimulés au Paclitaxel. Ainsi, une diminution de l’invasion des sphéroïdes est uniquement 

observée avec les vésicules issues des macrophages PC1/3 KD et ce, après 48h de traitement. 

Il semblerait donc que les vésicules issues des macrophages PC1/3 KD possèdent une activité 

anti-tumorale. Cependant, cet effet anti-tumoral disparait avec le temps. Ceci suggère un effet 

transitoire qui pourrait être dû à un effet synergique avec d’autres facteurs solubles du 

sécrétome ou à la dégradation des molécules anti-tumorales au cours du temps.  
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High grade gliomas are the most common brain tumors in
adult. These tumors are characterized by a high infiltra-
tion in microglial cells and macrophages. The immuno-
suppressive tumor environment is known to orient im-
mune cells toward a pro-tumoral and anti-inflammatory
phenotype. Therefore, the current challenge for cancer
therapy is to find a way to reorient macrophages toward
an antitumoral phenotype. Previously, we demonstrated
that macrophages secreted antitumoral factors when
they were invalidated for the proprotein converstase 1/3
(PC1/3) and treated with LPS. However, achieving an ac-
tivation of macrophages via LPS/TLR4/Myd88-dependent
pathway appears yet unfeasible in cancer patients. On the
contrary, the antitumor drug Paclitaxel is also known to
activate the TLR4 MyD88-dependent signaling pathway
and mimics LPS action. Therefore, we evaluated if PC1/3
knock-down (KD) macrophages could be activated by Pa-
clitaxel and efficient against glioma. We report here that
such a treatment of PC1/3 KD macrophages drove to the
overexpression of proteins mainly involved in cytoskele-
ton rearrangement. In support of this finding, we found
that these cells exhibited a Ca2� increase after Paclitaxel
treatment. This is indicative of a possible depolymeri-
zation of microtubules and may therefore reflect an acti-
vation of inflammatory pathways in macrophages. In such
a way, we found that PC1/3 KD macrophages displayed
a repression of the anti-inflammatory pathway STAT3
and secreted more pro-inflammatory cytokines. Extra-

cellular vesicles isolated from these PC1/3 KD cells in-
hibited glioma growth. Finally, the supernatant collected
from the coculture between glioma cells and PC1/3
KD macrophages contained more antitumoral factors.
These findings unravel the potential value of a new ther-
apeutic strategy combining Paclitaxel and PC1/3 inhibi-
tion to switch macrophages toward an antitumoral
immunophenotype. Molecular & Cellular Proteomics
17: 10.1074/mcp.RA117.000443, 1126–1143, 2018.

Cancer cells share eight common traits (“hallmarks”) that
govern their transformation from normal cells and mainte-
nance in the host environment: (1) they stimulate their own
growth (self-sufficiency in growth signals), (2) they resist in-
hibitory signals that might otherwise hinder their growth and
proliferation (insensitivity to antigrowth signals), (3) they resist
programmed cell death (evading apoptosis) and other cell
death mechanisms, (4) they can multiply indefinitely (limitless
replicative potential), (5) they stimulate blood vessels growth
to supply nutrients to tumors (sustained angiogenesis), (6)
they invade local tissues and metastasize to distant sites
(tissue invasion and metastasis), (7) they have altered meta-
bolic pathways, and (8) finally, they evade the immune system
(1). This last-mentioned feature has radically changed our
views on cancer pathophysiology by pointing the crucial in-
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structing effects exerted by cancer cells on both local and
systemic immune responses. Thus, working toward new im-
munotherapeutic approaches for cancer is now considered as
a priority task.
Among the many mechanisms that drive tumor immune

evasion, tumor-associated macrophages (TAM)1 greatly con-
tribute to the resistance to immune responses. Indeed, the
local and systemic environments shaped by tumor microen-
vironment suppress the antitumor functions of macrophages
(2, 3). Moreover, TAMs promote tumor growth. In fact, a
high TAM number coupled with a low T cell number corre-
late with poor prognosis in cancer patients (4, 5). Further-
more, the expression of the chemokine CCL2 is associated
with TAM migration to the tumor site (6) and the M-CSF
factor secreted by tumor cells shapes TAM functional ac-
tivity. Indeed, M-CSF not only attracts TAMs (7) but also
induces a switch from a pro-inflammatory M1 into an anti-
inflammatory M2 immunophenotype (8). Accordingly, ele-
vated systemic or local levels of M-CSF are associated with
poor outcomes (7, 9, 10). Taken together, these findings
highlight the major roles that TAMs play in mediating tumor
growth and metastasis. This vital interaction between tumor
cells and TAMs implicates a key opportunity for cancer
treatment intervention.
Considering the above, we recently demonstrated in pro-

protein convertase PC1/3 knock-out mice (11), as well as in
the pulmonary resident NR8383 rat macrophage PC1/3
knock-down (PC1/3-KD) cell line (12), that PC1/3-deficient
macrophages produce high levels of cytokines and chemo-
kines through autocrine and paracrine pathways (13). Chal-
lenging these cells with endotoxin/LPS, results in a cytokine
storm that impacts cell survival of cancer cells (13). In fact,
PC1/3 protein regulates cytokines and chemokines secretion
in macrophages. Indeed, under LPS stimulation, the TLR4
MyD88-dependent signaling pathway is enhanced in PC1/3-
deficient macrophages promoting a stable pro-inflammatory
activated phenotype. Secreted factors from these PC1/3-KD
macrophages not only attract naïve T helper cells but also
inhibit ovarian and breast cancer cell lines viability via innate
immune mechanisms (13).

However, achieving an activation of TAM via the LPS/TLR4/
Myd88-dependent pathway appears yet unfeasible in cancer
patients. On the contrary, the sterile ligand Paclitaxel is also
known to activate the TLR4 MyD88-dependent signaling
pathway mimicking LPS action (14, 15). It has been widely
used for the treatment of breast, ovarian, lung, and colon
cancers (16). Paclitaxel is an antineoplastic agent that stabi-
lizes microtubules against depolymerization and blocks cells
at the G2/M junction of the cell cycle. Although treatment with
Paclitaxel has led to improvement in the duration and qual-
ity of life for some cancer patients, most Paclitaxel-treated
patients eventually develop drug resistance leading to dis-
ease progression (17). In addition to its cytostatic and cy-
totoxic effects, Paclitaxel has immunomodulatory proper-
ties that may partly interfere with its antitumoral effects (18).
Paclitaxel stimulates tumor cells to secrete different chemo-
attractant factors such as macrophage colony-stimulating
factor 1 (M-CSF) that promote immune evasion. Interest-
ingly, our previous results showed that PC1/3 inhibition in
macrophages strongly impacted cytoskeleton organization
(13). Therefore, because of the key roles of Paclitaxel in
microtubule stabilization and tumor resistance, we aimed to
study the impact of Paclitaxel on our PC1/3-KD macro-
phage cell model (Fig. 1A).
We report here that such a treatment of PC1/3 KD macro-

phages drove to the secretion of pro-inflammatory cytokines
and chemokines. In addition, proteomics analysis of whole
cell extracts indicated that these macrophages display over-
expression of proteins mainly involved in cytoskeleton rear-
rangement. In support of this finding, we found that these
cells exhibited a Ca2� increase after Paclitaxel treatment. This
is indicative of a possible depolymerization of microtubules
and this may therefore act on the activation of inflammatory
pathways in macrophages. In such a way, we found that
PC1/3 KD macrophages displayed a repression of the anti-
inflammatory pathway STAT3. We also isolated extracellular
vesicles from these PC1/3 KD cells and showed that their
content inhibited glioma growth. Finally, analysis of the cell
supernatant collected from the coculture between glioma
cells and PC1/3 KD macrophages led to a more important
release of antitumoral factors.
This work will contribute to our understanding on micro-

tubule network dynamics in PC1/3-KD macrophages and
Paclitaxel impact on PC1/3-KD cells in term of intracellular
signaling, trafficking, and proteins profiles and antitumor
activities through EVs production.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experimental Design and Statistical Rationale—Shotgun proteom-
ics experiments on PC1/3 knockdown (KD) and nontarget (NT) cells
treated with Paclitaxel were conducted in biological triplicate. Spher-
oids studies, viability tests, Western blotting analyses, calcium imag-
ing experiments were also conducted in biological triplicate.

Statistical Analysis—For the proteomics statistical analysis of ex-
tracted proteins or secreted media, only proteins presenting as sig-

1 The abbreviations used are: TAM, Tumor Associated Macro-
phages; ACN, Acetonitrile; Ca2�, Calcium; CCL, Chemokine (CC-
motif) Ligand; CSF, Colony Stimulating Factor; CXCL, Chemokine
(CXC-motif) Ligand; DTT, Dithiothreitol; EV, Extracellular Vesicle;
FASP, Filter Aided Sample Preparation; FBS, Fetal Bovine Serum;
FDR, False Discovery Rate; HCD, Higher energy Collisional Dissoci-
ation; IL, interleukin; KD, Knock-Down; KO, Knock-Out; LC, Liquid
Chromatography; LFQ, Label Free Quantification; LPS, Lipopolysac-
charide; MMP, Matrix Metalloproteinase; MS, Mass Spectrometry;
NaOH, Sodium Hydroxide; NO, Nitric Oxide; NT, Non-Target; PBS,
Phosphate Buffer Saline; PC, Proprotein Convertase; SEM, Standard
Error of the Mean; STAT, Signal Transducer and Activator of Tran-
scription; TFA, Trifluoroacetic Acid; TLR, Toll Like Receptor; TNF,
Tumor Necrosis Factor.
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nificant by the ANOVA test were used with FDR 5%. Normalization
was achieved using a Z-score with a matrix access by rows. Obtained
data from Western blotting were reported as mean � S.E. Mean
values among different experimental groups were statistically com-
pared by one-way ANOVA tests using Graph pad PRISM software or

by student t test. When we compared NT control cells versus NT
treated cells and between the various time points, the tests were
performed on a parametric basis because the variance in the group is
equal and n � 2. KD group was analyzed in the same way. By
contrast, the variance between NT and KD cells is not equal. There-

FIG. 1. Experimental strategy. A, Graphical abstract resuming the conducted experiments in this study and the main results for each part.
B, Table showing the number of identified proteins in (i) the supernatants of PC1/3 KD and NT macrophages stimulated during 24 h with
Paclitaxel (suppl. Data 1), (ii) in the cell extracts after 24 h stimulation with Paclitaxel (suppl. Data 2) and (iii) in the supernatants of the coculture
between C6 glioma spheroids and macrophages (supplemental Data S4). The number of differential proteins (p � 0.05) and unique proteins
is also indicated.
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fore, we compared these two groups on a non-parametric basis i.e.
test U Mann-Withney.
Values of p � 0.05 were considered statistically significant (*p value

of � 0.05, **p value of � 0.01, ***p � 0.001). All experiments were
performed as 3 independent biological assays (interassays).

Reagents—The rat alveolar macrophage NR8383 cell line (CRL-
2192) was obtained from ATCC (USA). The rat C6 glioma cell line was
kindly provided by Prof. Dr. Bernd Kaina (Institute of Toxicology,
University Medical Center, Mainz, Germany). Paclitaxel was obtained
from Sigma (Lyon, France) (C47H51NO14, MW � 853.91). The level of
endotoxins of Paclitaxel solution is less than 0.1EU/ml. Antibodies
against phospho-STAT3 and STAT3 were obtained from CellSignaling
Technology (Leiden, The Netherlands). Antibodies against ANP32A
and Factor IX were obtained from Abcam. Ham’s F12K, puromycin,
phosphate buffer saline (PBS), fetal bovine serum (FBS) were ob-
tained from Invitrogen Life Technologies (Milan, Italy). LysC/Trypsin
was obtained from Promega (Madison, WI). Peroxydase-conjugated
secondary antibodies were obtained from Jackson ImmunoResearch
(West Grove, PA). Rat Cytokine Array Panel A was obtained from R&D
Systems (Minneapolis, MN). The CellTiter 96 AQueous One Solution
Cell Proliferation reagent assay was purchased from Promega (South-
ampton, UK).

Cell Culture—NR8383 PC1/3 KD and NR8383 NT shRNA cell lines
were cultured in Ham’s F12K medium supplemented with 15% fetal
bovine serum and 12 �g/ml puromycin at 37 °C in a humidified
atmosphere (5% CO2). NR8383 PC1/3 knockdown was performed
using lentivirus transduction, as described previously (12). C6 cells
were cultured in high-glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) and supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum, 1% L-glutamine (2 mM) and 1% gentamicin (50 units per ml),
all from Sigma-Aldrich. This medium is referred to as complete DMEM
(cDMEM). The FBS concentration was reduced to 5% in medium
used for the coculture experiments (c-DMEM-5).

Identification of Cytokines and Chemokines Using Rat Cytokine
Antibody Arrays—NR8383 KD and NT cells were plated on sterile
6-well plates to reach confluence. The cells were starved overnight
with Ham’s F12K medium supplemented with 2% FBS and stimulated
for 24 h with 20 ng/ml IL-10 in serum-free medium or were left
untreated. Then, the medium was replaced, and the cells were stim-
ulated for 24 h with 30 �M Paclitaxel or were left untreated. Cell
supernatants were collected, centrifuged at 500 � g, passed through
a 0.22 �m filter to remove cells and immediately frozen in liquid
nitrogen. The Rat Cytokine Array Panel A from the R&D system was
used to probe cytokines in the cell supernatant of stimulated and
unstimulated NR8383 cells by following the procedures recom-
mended by the manufacturer. Briefly, the array membranes were first
incubated in the blocking buffer for 1 h. In the meantime, cell super-
natants were mixed with the Detection Antibody Mixture and incu-
bated for 1 h at room temperature. The volume of cell supernatant
used for this experiment was determined according to the number of
cells counted after stimulation. Then, after removing the blocking
buffer, the sample/antibody mixture was added to array membranes
and incubated overnight at 4 °C. After incubation, the membranes
were washed 3 times with the wash buffer and then incubated with
the Streptavidin-HRP solution for 30 min at room temperature. The
membranes were finally washed with wash buffer 3 times, and the
bound antibodies were detected by chemoluminescence using
the Chemi Reagent Mix. The membranes were quantified by densi-
tometry using ImageJ software. Statistical analysis was carried out
using a paired t test.

Total Protein Extractions—NR8383 KD and NT cells were plated on
sterile 6-well plates to reach confluence. For Paclitaxel stimulation,
the cells were starved overnight with Ham’s F12K medium supple-
mented with 2% FBS. The cells were stimulated with 30 �M Paclitaxel

in serum-free medium or left untreated. After stimulation (24 h for
FASP analysis, 1 h and 3 h for Western blot analysis), cells were
collected, washed once with ice-cold PBS and then lysed with RIPA
buffer for total protein extraction (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM
EGTA, 2 mM EDTA, 100 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate, 1%
NP40, 1 mM PMSF, and 1� proteases inhibitors). Cells debris were
removed by centrifugation (20,000 � g, 10 min, 4 °C), and superna-
tants were collected, and protein concentrations were measured
using a Bio-Rad Protein Assay according to the manufacturer’s
instructions.

Western Blot Analysis—Total cell NT or PC1/3-KD cells extracts (40
�g) were then analyzed by Western blotting assays. First, proteins
were separated by SDS-PAGE electrophoresis and then transferred
onto a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked for 1 h at
room temperature in TBS-Tween 0.1% � milk 5% and incubated
overnight at 4 °C with primary antibodies directed against rabbit
antiphospho STAT3 (1:2000, from Cell Signaling), rabbit anti-STAT3
(1:1000, from Cell Signaling), rabbit anti-Factor IX (1:500, from Ab-
cam) and rabbit anti-ANP32A (1:500, from Abcam). Horseradish per-
oxidase-coupled goat anti-mouse and goat anti-rabbit secondaries
(Jackson ImmunoResearch) were used at 1:30,000 and 1:20,000
respectively. The proteins were visualized with the enhanced chemi-
luminescence kit (West Dura from Pierce) according to the manufa-
cturer’s instructions. ImageJ software was used to quantify the
bands. Experiments were done in triplicate (n � 3).

Filter-aided Sample Preparation (FASP)—Total protein extract (0.1
mg) was used for FASP analysis as described previously. We per-
formed FASP using Microcon devices YM-30 (Millipore, Burlington,
MA) before adding trypsin (Promega) for protein digestion (40 �g/ml in
0.05 M NH4HCO3). The samples were incubated overnight at 37 °C.
The digests were collected by centrifugation, and the filter device was
rinsed with 50 �l of NaCl 0.5 M. Next, 5%TFA was added to the
digests, and the peptides were desalted with a Millipore ZipTip device
before LC-MS/MS analysis (13). The solution was then dried using the
SpeedVac. Dried samples were solubilized in water/0.1% formic acid
before LC MS/MS analysis. Experiments were done in triplicate
(n � 3).

Proteomics Analysis of the Cell Supernatants—Cell supernatants
obtained from macrophages treated or not with Paclitaxel during 24 h
or from the coculture of C6 spheroids and macrophages (after 6 days)
were centrifuged at 500 � g and passed through a 0.22-�m filter to
remove cells and debris. The experiments were performed in biolog-
ical triplicates. Four hundred microliters of the cell supernatant were
collected for each condition. The volume was reduced to 100 �l in a
SpeedVac. Cell supernatant digestion was performed as previously
described (19). In brief, the cell supernatants were denatured with 2 M
urea in 10 mM HEPES, pH 8.0 by sonication on ice. The proteins were
reduced with 10 mM DTT for 40 min followed by alkylation with 55 mM
iodoacetamide for 40 min in the dark. The iodoacetamide was
quenched with 100 mM thiourea. The proteins were digested with 1
�g LysC/Trypsin mixture (Promega) overnight at 37 °C. The digestion
was stopped with 0.5% TFA. The peptides were desalted with a
Millipore ZipTip device in a final volume of 20 �l of 80% ACN elution
solution. The solution was then dried using the SpeedVac. Dried
samples were solubilized in water/0.1% formic acid before LC
MS/MS analysis. Experiments were done in triplicate (n � 3).

LC MS/MS Analysis—Samples were separated by online reversed-
phase chromatography using a Thermo Scientific Proxeon Easy-nLC
system equipped with a Proxeon trap column (100 �m ID � 2 cm,
Thermo Scientific, Waltham, MA) and a C18 packed-tip column (75
�m ID� 50 cm, Thermo Scientific). Peptides were separated using an
increasing amount of acetonitrile (5–35% for 100 min) at a flow rate of
300 nL/min. The LC eluent was electrosprayed directly from the
analytical column, and a voltage of 1.7 kV was applied via the liquid

Paclitaxel Treatment of PC1/3-KD Macrophages for Glioma Therapy

Molecular & Cellular Proteomics 17.6 1129

 by guest on July 8, 2020
https://w

w
w

.m
cponline.org

D
ow

nloaded from
 



junction of the nanospray source. The chromatography system was
coupled with a Thermo Scientific Q Exactive mass spectrometer
programmed to acquire a data dependent Top 10 method. Survey
scans were acquired at a resolution of 70,000 at m/z 400.

Data Analyses—All the MS data were processed with MaxQuant
(20) (version 1.5.1.2) using the Andromeda (21) search engine. Pro-
teins were identified by searching MS and MS/MS data against Decoy
version of the complete proteome for Rattus norvegicus of the UniProt
database (22) (Release June 2014, 33,675 entries) combined with 262
commonly detected contaminants. Trypsin specificity was used for
the digestion mode with N-terminal acetylation and methionine oxi-
dation selected as the variable. Carbarmidomethylation of cysteines
was set as a fixed modification, and we allowed up to two missed
cleavages. For MS spectra, an initial mass accuracy of 6 ppm was
selected, and the MS/MS tolerance was set to 20 ppm for HCD data.
For identification, the FDR at the peptide spectrum matches (PSMs)
and protein level was set to 0.01. Relative, label-free quantification of
proteins was performed using the MaxLFQ algorithm (23) integrated
into MaxQuant with the default parameters. Analysis of the proteins
identified was performed using Perseus software (http://www.
perseus-framework.org/) (version 1.5.0.31). The file containing the
information from identification was used with hits to the reverse
database, and proteins only identified with modified peptides and
potential contaminants were removed. Then, the LFQ intensity was
logarithmized (log2[x]). Categorical annotation of rows was used to
define different groups depending on the following: 1) the cell line (NT
or KD), 2) the treatment (Control/Paclitaxel). Multiple-samples tests
were performed using an ANOVA test with a FDR of 5% and pre-
served grouping in randomization. To determine enrichment of cate-
gorical annotations (Gene Ontology terms and KEGG pathway), a
Fisher’s exact test was used, taking in account the results of the
ANOVA test for each group. Normalization was achieved using a
Z-score with matrix access by rows. Only proteins presenting as
significant by the ANOVA tests were used for statistical analysis. A
hierarchical clustering was first performed using the Euclidean pa-
rameter for distance calculation and an average option for linkage in
row and column trees using a maximum of 300 clusters. To quantify
fold changes of proteins across samples, we used MaxLFQ. To
visualize these fold changes in the context of individual protein abun-
dances in the proteome, we projected them onto the summed peptide
intensities normalized by the number of theoretically observable pep-
tides. Functional annotation and characterization of identified pro-
teins were obtained using PANTHER software (version 9.0, http://
www.pantherdb.org) and STRING (version 9.1, http://string-db.org).
The GeneMANIA Cytoscape plugin (24) was used to generate 2
distinct coexpression networks from cell extract proteomics data: (1)
a �� Paclitaxel-treated NT cells �� network composed of 99,556
recognized interactions, generated from the analysis of a data subset
gathering control NT cells and Paclitaxel-treated NT cells and (2) a��
Paclitaxel-treated KD cells �� network composed of 86,780 recog-
nized interactions, generated from the analysis of a data subset
gathering control KD cells and Paclitaxel-treated KD cells. A super-
vised clustering was then performed to identify the top 100 molecules
that coregulated with the following query molecules: Tuba1c/Tuba4a.
The list of 100 genes that encoded molecules was identified and was
then assessed for gene set enrichment using EnrichR and the GO
classification. Finally, subnetworks of genes presenting significant
enrichments for specific GO terms were selected and visualized on
Cytoscape. For presentation purposes, nodes were assigned equal
weights and subnetworks were slightly distorted to avoid node su-
perimposition. Fig. 1B resumed the number of intracellular and se-
creted proteins in the different experiments we conducted. We also
indicated the number of differential proteins between conditions (p �
0.05) and unique proteins.

Cell Proliferation Measured by MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tatrazolium, inner salt]
Assay—C6 cells were seeded into 96-well white plates at 70% con-
fluence with NR8383 cell supernatants obtained after 24 h of Pacli-
taxel (30 �M) stimulation or no stimulation. The assay was conducted
for 24, 48, 72 or 96 h. For the time point “96h�medium”, conditioned
mediums were removed at 72 h and replaced with fresh ones. Cell-
Titer 96 AQueous One Solution Cell Proliferation reagent (Promega)
was added to the wells and incubated at 37 °C for 1 h protected from
light. The absorbance was recorded at 490 nm using a 96-well plate
reader. The results are expressed as absorbance values. Experiments
were performed as four independent experiments.

Spheroid Generation and Embedding in a Collagen Matrix—C6 rat
glioma cells were resupended in cDMEM at the final concentration of
12,500 cells in 200 �l. Cells (200 �l per well) were distributed in flat
96-well low attachment surface plates (Corning®). Plates were incu-
bated at standard culture conditions for 96 h. The newly formed C6
cell spheroids were then implanted in the center of each well of a
24-well plate coated with a 2.2 mg/ml collagen mixture (one spheroid
per well in 400 �l of collagen mixture per well). The collagen mixture
was prepared by mixing 2 ml of PureCol® bovine collagen type I
solution (3 mg/ml; Advanced BioMatrix) with 250 �l of 10X minimal
essential medium (MEM) (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA) and 500 �l of
sodium hydroxide 0.1 M. After cell spheroid embedding, the plate was
incubated for 30 min at standard culture conditions to solidify the
gels. Thereafter 400 �l of cDMEM was overlaid on the collagen matrix
in each well. The complete system was incubated for a total of 6 days.

Coculture of Paclitaxel Pretreated Macrophages and C6 Spher-
oids—For coculture experiments, 800.000 NT or PC1/3 KD macro-
phages were seeded in a T25 flask and treated for 24 h with 30 �M

Paclitaxel in cDMEM medium with 12 �g/ml puromycin or with the
corresponding volume of DMSO (control, untreated macrophages).
The cell supernatants were collected (cell supernatants 24 h for
proteomics analysis), the cells harvested, washed in PBS, resus-
pended in MEM 10� and mixed with components of the collagen
mixture as described above. The collagen mixture containing macro-
phages was distributed in 24-well plates (400 �l/100.000 macro-
phages per well) for embedding of C6 spheroids as described above.
Supernatants of all conditions were collected at the end of the cocul-
ture, immediately frozen and stored at �80 °C for further proteome
analysis (cell supernatant day 6). Experiments were done as four
independent experiments (n � 4).

Coculture of Extracellular Vesicles of NR8383 Cell Line with C6
Spheroids—NT and PC1/3 KD macrophages were treated or not with
30 �M Paclitaxel for 24h. Medium was collected and EVs isolated.
Differential steps of centrifugation and ultracentrifugation to pellet
extracellular vesicles (EVs) were performed. Membranes and debris
were discarded from the cleared medium by centrifugation for 30 min
at 2000 � g at 4 °C. The supernatant was centrifuged once at
10,000 � g for 30 min, 4 °C and once ultracentrifuged at 100,000 �
g (Beckman Optima TLX Ultracentrifuge) for 70 min, 4 °C. The pellet
was washed in 5 ml of phosphate buffered saline (PBS) and reultra-
centrifuged at 100,000 � g for 120 min, 4 °C. The EVs pellet were
resuspended in MEM 10X, filtrated with 0.20 �M filter and analyzed
with a Nanosight NS300 instrument (Malvern, UK) to assess the
quality of EVs purification and to determine the amount of exosomes
in each condition. An equal amount of EVs were added to the collagen
mixture as described above. The collagen mixture containing EVs was
distributed in 24-well plates for embedding of C6 spheroids as de-
scribed above (n � 3).

Quantification of Spheroid Size and Invaded Area—After the spher-
oids were embedded, cell invasion out of the spheroid was monitored
by digital photography using a Leica DM IL LED Fluo inverted light
microscope (Leica DFC450C camera) at room temperature, with the
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Leica Application Suite (LAS V4.4). Images were acquired every day
(day 0 � time of embedding in collagen; picture taken immediately
after embedding) using a 4�/0.10 objective. Image processing and
quantification of spheroids and of invasion areas was performed
using an in-house software. This in-house software considers cell
density and not the (observer-dependent) limits of cell migration in the
collagen matrix. The implemented algorithm uses local fluctuations of
the image intensity for an automated estimation of the invasion mag-
nitude. It is robust enough to handle micrographs of different gener-
ation methods and various qualities without the concept of an inva-
sive front of the spheroids (25). Invasion and spheroid areas are
normalized for each day to the invasion and spheroid areas measured
at day 0 and expressed in protocol defined units (PDU). These nor-
malized data are reported as relative size to day zero. Relative size of
day 0 thus equals 1.

Calcium Imaging—NT and PC1/3-KD cells were plated onto glass
coverslips and were loaded with 4 �M Fura-2 AM at room temperature
for 45 min in the growth medium. Recordings were performed in
HBSS containing 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.3 mM
Na2HPO3, 0.4 mM KH2PO4, 4 mM NaHCO3, 5 mM glucose and 10 mM
HEPES adjusted to pH 7.4 with NaOH. The cells were then washed
three times in HBSS. Paclitaxel (30 �M) was added at the time of
analysis. The fluorescent intensity of Fura-2 in each cell was moni-
tored and recorded at 340 nm and 380 nm. To represent the variation
in the intracellular free calcium concentration, the fluorescence inten-
sity ratio represented by F340/F380 was used as an indicator of
changes in cytosolic Ca2� concentrations. Experiments were done in
triplicate (n � 3).

RESULTS

Paclitaxel Induces Secretion of Proinflammatory Cytokines
by PC1/3 KD Cells—To deepen our understanding on the
intracellular impact of Paclitaxel treatment on NT and PC1/3
KD macrophages, we performed a complete proteome anal-
yses of cell supernatants and intracellular proteins.
First, we analyzed the protein over or under-secreted by

macrophages stimulated during 24 h with 30 �M Paclitaxel
(Fig. 2A, supplemental Data S1). Paclitaxel treatment induced
a modulation of the amount of proteins released by both cells
compared with control condition (Fig. 2A). Cluster 1 corre-
sponded to proteins over-expressed by untreated macro-
phages, irrespective of PC1/3 expression. In that case, 9
proteins were identified. Most of them were related to immune
response and pro-tumoral activities: Gamma-interferon-in-
ducible lysosomal thiol reductase (Ifi30), granulins isoform a
precursor (Grn), Lysozyme C-1 precusor (Lyz2), Macrophage
metalloelastase (MMP12), Beta-2-microglobulin (B2m), Inter-
leukin-1 receptor antagonist protein (Il1rn), proteogycan 4
precursor (Pgr4), cathepsin D (Ctsd). We also detected the
presence of Amyloid beta A4 protein N-APP Soluble, linked to
tumor infiltration of macrophages. Fifty-nine proteins were
identified in cluster 2 corresponding the proteins over-se-
creted by macrophages stimulated during 24h with Paclitaxel.
The STRING analysis indicated a central huge network fo-
cused on ribonucleoproteins and translation (supplemental
Fig. 1). It is known that patients treated with Paclitaxel can
eventually develop drug resistance leading to disease pro-
gression (17). Of note, under Paclitaxel treatment of macro-

phages we found proteins that are known to protect the
tumor: Rho GDP-dissociation inhibitor 1 (Arhgdia), Stress-
induced-phosphoprotein 1 (Stip1), the Heat shock proteins
(HSP 90-alpha and HSP-90 beta).
In a next step, we focused on unique proteins secreted by

NT and PC1/3 KD cells (Fig. 2B). We found that 25 unique
proteins were detected in the supernatant of PC1/3 KD cells
whereas 65 proteins were identified for NT cells (Table I). For
the unique proteins identified in the supernatant of PC1/3 KD
cells after 24h of Paclitaxel activation, STRING analysis indi-
cated a single network involving ribosomal and ubiquitin pro-
teins (RPS14, RPS16, RPS35, Eif4e, Pppr21a, Dynlrb1) (Fig.
2Ba). Again, several tumor growth factors were detected:
apoptotic inhibitory 5 (Api5), angiopoietin-related protein 3
precursor (ANGPLT3), Dystroglycan precursor (Dag1).
For NT cells, more unique proteins were identified in their

supernatant after 24h of Paclitaxel treatment (Table I). The
STRING analysis (Fig. 2Bb) revealed at least 3 networks i.e.
one related to vesicle transport centered on vesicle-fusing
ATPase (NSF) protein, the second one is related to proteins
involved in translation, the third one is based on ribonucleo-
proteins. Factors involved in tumor invasion were also de-
tected: CD44, Nuclear migration protein nudC (NudC), trop-
modulin-3 (Tmod3), arginase 1 (Arg1), Protein S100-A10
(S100-10).
From these proteomics analysis of macrophages’ superna-

tants, we could establish that immunosuppressive and pro-
tumoral factors were released by both cell types, even after
Paclitaxel treatment. This observation may explained the re-
sistance to this chemotherapeutic drug well described in the
literature (18, 26), partly because of macrophages and the
factors they released as we demonstrated here. However,
the factors identified with this experiment represent only a
part of the whole supernatant of macrophages. Cytokines and
chemokines are also important in the tumor environment be-
cause they may recruit cytotoxic immune cells. Therefore, to
assess the inflammatory phenotypes of NT and PC1/3 KD
macrophages, a cytokine array experiment was conducted
(Fig. 2C). This showed that PC1/3 KD cells exhibited a more
pronounced inflammatory state as depicted by the release of
more pro-inflammatory cytokines such as TNF-�, IL-6, CCL5,
CXCL1, CXCL2 and CXCL10.
Cells were then stimulated with 30 �M Paclitaxel for 24h

(Fig. 2C). This revealed that under Paclitaxel treatment, the
nature of the cytokines and chemokines was modified. In-
deed, TNF-�, IL-6 and CXCL10 specifically released by un-
treated PC1/3 KD cells were no more secreted after such a
treatment. On the contrary, Paclitaxel induced a more impor-
tant release of CCL3 in PC1/3 KD cells compared with its
control and Paclitaxel treated NT cells. Of note, secretion of
CXCL3 appeared only after stimulation of PC1/3-KD cells.
IL-1� was also detected after Paclitaxel treatment of both cell
lines but with higher levels in PC1/3 KD cells. Besides, CXCL1
release decreased in both cells sub-types but the level re-
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mained higher in PC1/3 KD cells. In addition, IL-1� dropped in
NT cells whereas stayed unaffected in PC1/3 KD cells. Of
note, the level of the anti-inflammatory cytokine IL-1ra in-
creased strongly in NT cells whereas it was unchanged in
PC1/3 KD cells. Altogether, this demonstrated that even if the
nature of the cytokines and chemokines detected was mod-
ified in both cell lines after Paclitaxel treatment, PC1/3 KD
cells continue to exhibit a higher pro-inflammatory state than
NT cells. In brief, Paclitaxel induced a profile of secretion
characterized by GRO (�, �, �), also known as chemokines
CXCL1, CXCL2, CXCL3, and interleukin 1 (�, �), which are
pro-inflammatory and attractive factors for Polymorphonu-
clear leukocyte (PMN) cells and which are over-produced in

PC1/3-KD cells. In contrast, the inhibitory and anti-inflamma-
tory factor Il-1ra was only over-produced in NT cells under
Paclitaxel stimulation.
As a next step, to mimic the anti-inflammatory tumor envi-

ronment, macrophages were cultured in an inhibitory medium
containing the anti-inflammatory cytokine IL-10 (Fig. 2C).
Again, a treatment with IL-10 led to a modification of the
cytokines and chemokines profiles. In such a way, we ob-
served that IL-6 specifically detected in the supernatant of
untreated PC1/3 KD cells were no more detected after IL-10
treatment. TNF-� level decreased in these cells but remained
secreted. The levels of CCL5 and CXCL10 also diminished in
PC1/3 KD cells whereas increased in NT cells to reach a
similar level. Moreover, IL-10 treatment decreased the quan-
tities of CXCL2 released by NT cells whereas no change was
observed in PC1/3 KD cells. More generally, the levels of most
of these secreted factors were higher in PC1/3 KD macro-
phages compared with NT macrophages even after a treat-
ment with the inhibitory cytokine IL-10. When we combined
IL-10 and Paclitaxel treatment, we did not observe any differ-
ence for both cell lines compared with Paclitaxel stimulation
alone (Fig. 2C).
We then compared the effect of the treatment with IL-10

versus the combined stimulation with IL-10 and Paclitaxel
(Fig. 2C). We again observed that CXCL10 and TNF-�were no
more detected in PC1/3 KD cells like for Paclitaxel treatment
alone. On the contrary, the combination of IL-10 and Pacli-
taxel triggered the increase of CCL3 in PC1/3 KD cells. Con-
cerning IL-1ra, a higher level was observed in both cell lines
but still higher in NT cells compared with PC1/3 KD cells.
Then, CCL5 was more secreted only by PC1/3 KD cells. In
conclusion, the inhibitory effect observed with the treatment
of macrophages with IL-10 was abolished when combined
with Paclitaxel.
IL-10 is highly secreted in the tumor microenvironment and

is responsible for the immunosuppression observed in many
tumors like glioma (27, 28). Here, we demonstrated that
PC1/3 KD macrophages were more resistant to the anti-
inflammatory effect of IL-10 and that Paclitaxel treatment is
not really affected by this cytokine.
Altogether, these analyses revealed that under Paclitaxel

treatment, NT and PC1/3 KD macrophages secreted pro-
tumoral factor. Conversely and positively, PC1/3 KD macro-
phages released more pro-inflammatory cytokines and
chemokines and were more resistant to an anti-inflammatory

FIG. 2. Paclitaxel induces secretion of pro-inflammatory cytokines by PC1/3 KD cells. NT and KD macrophages were treated with 30
�M Paclitaxel for 24 h and supernatants were collected. Proteomics analyses of factors secreted by NT and KD cells after 24 h treatment with
30 �M Paclitaxel or DMSO as control. A, MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a heat map was generated
to show proteins that were significantly different between macrophages stimulated or not with Paclitaxel in the supernatants. B, String protein
analyses of the unique proteins identified in PC1/3-KD (i) and NT cell supernatants (ii). C, Effect of PC1/3 downregulation on cytokine secretion
under Paclitaxel and inhibitory conditions. The rat cytokine array assay was performed with NR8383 cell supernatants (NT/KD). The cells were
untreated (control) or treated with IL-10 for 24 h without stimulation (IL-10) or with Paclitaxel for 24 h (IL-10�Paclitaxel). Blue shows NT cell
supernatant, and orange indicates KD cell supernatant. The bar diagrams represent the ratio of the spot mean pixel densities/reference point
pixel densities. Significant differences were analyzed using Student’s t test. *p � 0.05.

TABLE I
Unique proteins from the cell supernatants of NT and PC1/3 KD

macrophages obtained after 24h treatment with Paclitaxel

Unique identified proteins

NT cell supernatant -
Paclitaxel

KD cell supernatant -
Paclitaxel

H2afz Rbbp4 Matr3 Gart
Taf15 Eif3c Eif4e Tardbp
Sec24c Cd44 Glrx3 Gnai2
Rab11b Eif4g1 Api5 Rps14
Nudc Txndc5 Otub1 Psma5
Copg1 Ipo5 Pmm2 Rps16
Cth Srp72 Rpl35 Dynlrb1
Gk Hmha1 Prkcd Fau
Atp6v1h Hnrnpul2 Fgfr1 Cbx3
Tars Col4a3bp Dag1 Ppp2r1a
Rpl18 Rpl38 Angptl3 Gsn
Ola1 Fkbp15 Igf2r Rtcb
Tpmt Hnrnpl Ehd4
Eif3i Nsf
Atp6v1g1 Lima1
Ola1 Hnrnpm
Coro1b Eno2
Apeh Arg1
Plin3 Acaca
Trim28 Asl
Gpd1 Comt
Ptma Grb2
Rps27l Lars
Rps9 Farsb
Pfkl Rab21
Psmc1 Tmod3
Nploc4 Eif3b
Atox1 Capza1
Vars Snrnp70
Aimp2 S100a10
Upp1 Stam
Pygb Tsta3
Rab1b
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environment. Thus, at this step, it was still unclear if the use of
Paclitaxel treated PC1/3 KD macrophages could be a prom-
ising antitumoral therapy. Nevertheless, we must consider
that macrophages effects against tumor cells do not only rely
on secreted factors. Indeed, their immune response may also
involve the activities of the cells themselves such as phago-
cytosis. Therefore, we performed proteomics studies of the
intracellular proteins.

Proteins Overexpressed by PC1/3 KD Cells Are Related to
Macrophages Immune Functions—For these experiments, we
analyzed the intracellular proteins of NT and PC1/3 KD
macrophages. We used the ANOVA test to perform a cluster-
ing of samples grouped on the basis of PC1/3 deficiency (NT
versus PC1/3 KD cells) and Paclitaxel treatment (treated ver-
sus untreated cells) (Fig. 3A, supplemental Data S2 and S3).
Eight specific clusters were identified. Cluster 1 corresponds
to overexpressed proteins under Paclitaxel treatment in
PC1/3 KD cells and cluster 3 to overexpressed proteins under
Paclitaxel in both cell lines. Cluster 2 is specific for PC1/3 KD
cells regardless the treatment. Cluster 6 represents proteins
overexpressed in resting PC1/3 KD cells. We investigated
using systems biology analysis, the interactome and network
of the overexpressed proteins in PC1/3 KD cells after Pacli-
taxel treatment utilizing the GeoSoftware corresponding to
clusters 1 and 2 (Fig. 3B). Differential pathways were gener-
ated using the “direct interaction” algorithm to map the rela-
tionships of the identified proteins. We found that among the
50 altered proteins, 35 proteins had direct regulatory relation-
ships, including integrins (i.e. integrin beta 2 precursor, Pro-
tein Itgax, integrin alpha-5), cytoskeleton proteins (i.e. twinfi-
lin, filamin-A, calponin 2, emerin, moesin, Alpha-actinin-4,
gelsolin, lymphocyte specific 1, coronin 1c), proteasomes (i.e.
Proteasome subunit beta type-10; Proteasome activator
complex subunit 2, WD repeat-containing protein) and ionic
channels (the voltage-gated potassium channel subunit be-
ta-2 or the anoctamin-6) (Fig. 3B). Among the altered proteins
identified, some of them have functions directly linked to
macrophages activities like Anoctamin-6 (Ano6) that contrib-
utes to both phagocytosis (29) and macrophage migration.
Some specific proteins involved in the immune response were
also overexpressed in PC1/3 KD macrophages, i.e. galectins
(1 and 3) and CD36. Galectins have been identified as mod-
ulators of many monocyte/macrophage functions (30).
To complement these unsupervised clustering bioinformat-

ics-based analyses, we performed coexpression network en-
richment study to identify molecules that- in Paclitaxel-treated
NT or PC1/3 KD cells- were co-upregulated with tubulins, the
primary molecular targets of Paclitaxel (31, 32) (Figs. 3Ci and
3Cii). We chose Tuba1c and Tuba4a proteins as query mole-
cules because these 2 tubulins have shown the highest fold
change among the 6 identified tubulins that were overex-
pressed in Paclitaxel-treated cells (i.e. Tubb4b, Tubb2b,
Tubb6, Tuba4a, Tuba1c, and Tuba1b). We found that in both
NT and PC1/3 KD cells, the Paclitaxel-induced upregulation

of Tuba1ac and Tuba4a was accompanied by the co-upregu-
lation of a highly significant number of mitochondria-related
molecules (Fig. 3Ci). This result was in line with previous
studies that demonstrated that Paclitaxel targets mitochon-
dria (33), possibly as a direct consequence of microtubule
network alterations (34). Interestingly, we also observed that
Tuba1ac/Tuba4a coexpression networks comprised immune-
related molecules that, for some, were distinct when com-
paring Paclitaxel-treated NT cells versus Paclitaxel-treated
PC1/3 KD cells. Anti-inflammatory molecules such as IL1rn
and Arg1 were co-upregulated with Tuba1ac/Tuba4a in Pa-
clitaxel-treated NT cells, whereas pro-inflammatory molecules
Aif1, B2m, CD44, Sod1 and Calr were co-upregulated with
Tuba1ac/Tuba4a in Paclitaxel-treated PC1/3 KD (Fig. 3Cii).
This reveals that Paclitaxel-treated KD cells exhibit a stronger
proinflammatory state than Paclitaxel-treated NT cells. This
was validated by the pro-inflammatory cytokines and chemo-
kines profile observed in Fig. 2C.
Altogether, these proteomics studies showed that a high

number of proteins involved in immune response and cyto-
skeleton were modulated in PC1/3 KD macrophages at basal
state and even more after Paclitaxel treatment. Among these
cytoskeleton proteins, several were related to Ca2� signaling.
Therefore, our hypothesis was that Ca2� signaling pathway
was modulated in PC1/3 KD macrophages, leading to cyto-
skeleton rearrangement.

Paclitaxel Acts as a Signalosome by Stimulating [Ca2�]c—
We performed calcium imaging experiments using a fura-2AM
calcium probe to evaluate the cytosolic calcium concentration
([Ca2�]c) after Paclitaxel treatment on NT and PC1/3-KD
macrophages (Fig. 4). We demonstrated that Paclitaxel (30
�M) rapidly induced a pronounced elevation of [Ca2�]c in
PC1/3 KD cells compared with NT cells (Fig. 4A). Quantifica-
tion of these experiments is given in Fig. 4B. We also ob-
served that other features of calcium homeostasis were af-
fected in KD NR8383 cells. Indeed, Figs. 4B and 4C show that
the resting [Ca2�]c levels were significantly increased in PC1/
3-KD cells compared with NT cells in accordance with our
previous publication (13). This indicates that Paclitaxel in-
duced a higher increase of [Ca2�]c in PC1/3 KD cells com-
pared with NT cells, which can act as a depolymerization
agent for microtubules (35) and therefore may act on the
activation of inflammatory pathways in macrophages. Inter-
estingly, STAT3 is known to mediate an anti-inflammatory
signaling through IL-10 activation (36) and tubulins associa-
tion (37). Several studies have shown the effect of microtu-
bule-targeted chemotherapeutic drug, like Paclitaxel, on the
inhibition of STAT3 signaling (37). Paclitaxel-treated PC1/3
KD macrophages exhibits a more pronounced pro-inflamma-
tory state and a cytoskeleton modification partly linked to an
increase of [Ca2�]c. We, thus, thought that STAT3 activation
may be impaired in these cells.

STAT3 Activation is Decreased in Paclitaxel-treated KD
Cells—To assess signal transducer and activator of transcrip-
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FIG. 3. PC1/3 KD macrophages express intracellular proteins related to macrophages immune functions. A, NR8383 cells were
stimulated with Paclitaxel (30 �M) or not (control) and lysed before FASP and LC-MS/MS analysis. MaxQuant and Perseus software were used
for the statistical analysis, and a heat map was generated to show proteins that were significantly different between NT and PC1/3-KD NR8383
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tion 3 (STAT3) activation, a time course of the signal trans-
ducer and activator of transcription 3 (STAT3) phosphoryla-
tion was studied (Fig. 5A and 5B). The level of the ratio of
phosphorylated/total STAT3 was lower in PC1/3 KD than in
NT cells at any time point and, in any condition, (Fig. 5B).
Following Paclitaxel treatment, it dropped after 1 h in PC1/
3-KD cells and went back to the control level at 3 h. IL-10
treatment, which is known to induce STAT3 phosphorylation,
induced a similar kinetics than the one observed by Paclitaxel.
Taken together, these results clearly indicate that in PC1/3 KD
cells, Paclitaxel leads to the decrease of STAT3 activation as
expected. Since STAT3 signaling is anti-inflammatory, this is
in accordance with our proteomics and cytokine array analy-
sis displaying the higher pro-inflammatory state of PC1/3 KD
cells (Fig. 2C). As a result, STAT3 inhibition leads to a stronger
activation of PC1/3 KD macrophages as depicted by the
secretion of proinflammatory factors. To assess the potential
of Paclitaxel-treated PC1/3 KD cells as a good antiglioma
therapy, we evaluated the toxicity of their supernatants on
glioma cells.

PC1/3 KD Macrophages Cell Supernatants are Cytotoxic for
Glioma Cells—Tumor viability assay on the rat C6 glioma cell
line was performed with the supernatant of macrophages
treated with 30 �M of Paclitaxel for 24 h (Fig. 6). To test the
direct effect of Paclitaxel, C6 cells were also directly cultured
with medium containing or not Paclitaxel (conditions F12
Control and F12 Paclitaxel). Viability tests were performed for
24 h, 48 h, 72 h and 96 h. The time point 96 h�mediummeans
that the medium was renewed at 72 h and the viability of

cancer cells was registered 24 h later. These experiments
revealed that Paclitaxel itself significantly decreased the via-
bility of C6 glioma cells at 72 h, 96 h and 96 h�medium (Figs.
6A and 6B). On the contrary, the effects of supernatant from
NT or PC1/3 KD cells treated with Paclitaxel on C6 glioma
cells viability were registered as soon as 24 h and 48 h (Figs.
6A and 6B). Even though no specific differences were ob-
served between NT cells supernatants and PC1/3 KD cells
supernatants on the viability of C6 glioma cells, some inter-
esting observations can be made. In fact, significant differ-
ences were observed between the supernatants from un-
treated macrophages and supernatants from Paclitaxel
treated macrophages. Indeed, for NT cells these differences
were observed at 48 h, 72 h, 96 h and 96 h � medium (Fig.
6A). On the contrary, for cell supernatants of PC1/3 KD cells,
these differences were observed as soon as 24 h post-treat-
ment and were observable at each time point of the assay
(Fig. 6A). Compared with the situation depicted in NT cells,
the supernatants from Paclitaxel treated PC1/3 KD cells not
only exert a quicker antitumoral activity but also a more robust
effect at 48 h and 72 h as revealed by higher significance
levels (Fig. 6B). During the assay, the highest impact on C6
viability (55.08%) was also observed at 96 h, with supernatant
from PC1/3 KD cells stimulated with Paclitaxel. In conclusion,
these viability assays showed that in addition to the direct
effect of Paclitaxel remaining in the medium and compared
with NT cells, Paclitaxel treated PC1/3 KD macrophages se-
creted additional antitumoral factors active against glioma
cells. We then decided to further explore the effect of Pacli-

macrophages stimulated or not with Paclitaxel in the cell extracts. Eight clusters are highlighted. B, Global pathway analysis of the
overexpressed proteins specifically identified in PC1/3-KD cells. The relationship between the overexpressed proteins with PCSk1/3 (pink) is
also showed. C, Co-expression network analyses. i) Co-expression of Tuba1c/Tuba4a with mitochondria-related molecules in Paclitaxel-
treated NT versus Paclitaxel-treated KD cells. The 100 genes which encoded molecules were the most tightly coexpressed with Tuba4a/
Tuba1c were identified in Paclitaxel-treated NT versus Paclitaxel-treated KD cells. Shown are subnetworks of genes annotated by the GO term
“mitochondrion” (adjusted p value for enrichment significance � 0.11e-3 in Paclitaxel-treated NT cells and 0.10e-5 in Paclitaxel-treated KD
cells). ii) Co-expression of tubulins with immune-related molecules in Paclitaxel-treated NT versus Paclitaxel-treated KD cells. The 100 genes
which encoded molecules were the most tightly coexpressed with Tuba4a/Tuba1c were identified in Paclitaxel-treated NT versus Paclitaxel-
treated KD cells. Shown are subnetworks of immune-related genes.

FIG. 4. Paclitaxel stimulates [Ca2�]c production in PC1/3 KD macrophages. A, [Ca2�]c rise in NT and KD NR8383 cells in response to
Paclitaxel (horizontal bar). B, Quantification of Paclitaxel mediated [Ca2�]c increase for NT and KD NR8383 cells. C, Quantification of resting
[Ca2�]c for NT and KD NR8383 cells in basal condition.
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taxel activation of the macrophages using direct cocultures of
pretreated macrophages and tumor cells.

Paclitaxel Triggers the Secretion of Antiglioma Factors by
PC1/3-KD Cells—As a model for a direct coculture of macro-
phages and glioma cells, we chose to work with a 3D culture
system. Spheroids generated with C6 glioma cells were
cocultured for 6 days in a collagen matrix containing un-
treated or Paclitaxel-treated macrophages (NT or PC1/3-KD
cells). The growth of the spheroids and the invasion of the
matrix by cells migrating out the initial core were monitored
over 6 days. As shown in Fig. 7Aa, neither the NT nor the KD
cells present in the collagen impaired the growth and invasion
of the spheroids, an observation in line with the reported
tumor-supportive effects of macrophages. Addition of low
concentrations of Paclitaxel (20 nM, 40 nM, 80 nM) in the
culture of spheroids in absence of macrophages induced a
decrease of spheroid growth which was concentration-de-
pendent (Fig. 7Ab lower panel). This inhibitory effect was
much less pronounced in the presence of macrophages in the
collagen matrix and was Paclitaxel concentration-dependent
as well (Fig. 7Ab, upper panels). Macrophages thus appeared
to exert a protective effect to cancer cells against these low
concentrations of Paclitaxel, as already highlighted in the
literature (38). Addition however of 30 �M of Paclitaxel (i.e. the
concentration used to induce the proinflammatory superna-
tant) directly to the cocultures led to a complete growth and

invasion arrest of the spheroids, irrespective of the presence
or absence of the macrophages (data not shown). Thus, with
this system we could not distinguish the effect of Paclitaxel
alone from the effects of Paclitaxel stimulation on macro-
phages. By contrast, when the macrophages (NT or PC1/3 KD
cells) were pre-activated by 30 �M Paclitaxel before their
embedding in collagen, thus avoiding the presence of Pacli-
taxel during the coculture, tumor growth and invasion were
inhibited (Fig. 7Ba). Quantification of the growth and invasion
rate indicated that pre-activated NT and KD cells exerted a
similar inhibitory effect (Fig. 7Bb).
We also analyzed the conditioned medium obtained after 6

days of coculture between C6 spheroids and Paclitaxel pre-
activated NT or PC1/3-KD cells to identify the factors specif-
ically or more secreted. The results showed differences be-
tween NT and PC1/3 KD cells (supplemental Data S4). Indeed,
10 unique proteins were identified in the supernatant of C6
spheroids cultured with Paclitaxel preactivated NT macro-
phages (Figs. 7Ca, Table II). Markers for tumor invasion were
observed including the Complement component 1 Q subcom-
ponent-binding protein (C1qbp), pro low-density lipoprotein
receptor-related protein 1 precursor (LRP1 LDL), Ezrin (Ezr),
sorcin (Sri) and GrpE protein homolog 1 (Grpel1) and Nucleo-
plasmin. In addition, after coculture, 2 proteins were over-
represented in the supernatant of Paclitaxel-pretreated NT
cells i.e. Mortalin (HSPA9) and SH3 domain-binding glutamic

FIG. 5. Paclitaxel inhibits STAT3 signalization in PC1/3 KD macrophages. A, Western blot analysis of phospho STAT3 and total STAT3
in NT or KD PC1/3 NR8383 macrophages after Paclitaxel stimulation (30 �M), IL10 stimulation (20 ng/ml) or not at 1 h and 3 h. B, Results are
depicted through graphic representations of the quantification of phospho STAT3. The data are represented as the ratio of phosphorylated
STAT3 on total STAT3 in samples for each conditions. * Significant differences between NT cells and PC1/3-KD cells (p � 0.05) by t test.
Experiments were performed in triplicates.
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acid-rich-like protein 3 (Sh3bgrl) (Fig. 7Cb). These proteins are
known to support cancer progression (39, 40) (Fig. 7Cb).
After 6 days of coculture between PC1/3 KD macrophages

and C6 spheroids, 5 unique proteins were identified in the cell
supernatant (Figs. 7Ca, Table II). Among them, a balance of
factors produced by tumor cells was also observed, as indi-
cated by the presence of Rac1 and Myl6. Rac1 is described
as a major player in glioma invasion and progression (41) and
myosin light polypeptide 6 (Myl6) is found in glioblastoma
exosomes (42). However, the three other proteins were re-
lated to tumor suppression: (1) NAD(P)H dehydrogenase qui-
none 1 (Nqo1) known to inhibit the degradation of the tumor
suppressor gene p53 and involved in the metabolism of Vita-
min K (inhibitor of glioma cell growth) (43), (2) acidic leucine-
rich nuclear phosphoprotein 32 family member A (ANP32A,
pp32) present in macrophages exosomes during inflammation
(44) and known to inhibit pancreatic cancer cells survival (45),
and (3) Coagulation factor IX (F9) known to regulate carci-
noma migration (46).
Even if the effect of NT and PC1/3 KD cells on C6 glioma

spheroids growth was similar (Fig. 7Ba), these results sug-
gested that in presence of PC1/3 KD cells, a resistance to
Paclitaxel treatment could be less developed. As mentioned
above, some of the proteins detected are found in exosomes.

Previously, we demonstrated that formation of multivesicular
bodies was strongly increased in PC1/3 KD cells (13, 47).
Multivesicular bodies are a source of extracellular vesicles
(EVs) (48). Therefore, we tested the effects of exosomes pu-
rified from the cell supernatants of untreated or Paclitaxel
treated NT and PC1/3 KD cells on C6 spheroids growth and
invasion.

Extracellular Vesicles Released by PC1/3 KD Cells after
Paclitaxel Treatment Repress More Efficiently the Growth and
Invasion of C6 Spheroids—EVs were isolated from the cell
supernatants of NT and PC1/3 KD cells treated or not with 30
�M Paclitaxel for 24h, quantified with Nanosight NS300 and
added in equal amount in the collagen matrix before embed-
ding of the C6 spheroids. Spheroid’s growth and cell invasion
in the matrix were monitored over 3 days (Fig. 8a). After 24 h,
addition of EVs, irrespective of their origin, had no effect on
growth and invasion of C6 spheroids. It did exert however a
cell- and treatment-dependent inhibitory effect at 48 h. EVs
from control NT cells were slightly, though not significantly,
more inhibitory than EVs from control KD cells. EVs from
Paclitaxel-treated KD cells however showed a stronger in-
hibitory effect than EVs derived from Paclitaxel-treated NT
cells. At 72 h, EVs from both cell lines, irrespective of their
treatment, similarly and strongly inhibited growth and inva-

FIG. 6. Supernatants of PC1/3 KD macrophages are cytotoxic for glioma cells. The cell viability of C6 rat glioma was determined by the
CellTiter Aqueous One Solution Cell Proliferation reagent. The cells were incubated with NR8383 cell supernatants obtained at 24 h with or
without Paclitaxel treatment. The assays were conducted for 24 h, 48 h, 72 h and 96 h. For “96h � medium” condition, medium was replaced
with fresh medium after 72h of culture. Four experiments were performed independently. A, The results obtained are depicted through a box
plot figure. Significant differences were identified using Tukey’s multiple comparisons test with ****p � 0.0001; ***p � 0.001; **p � 0.01 and
*p � 0.05. B, Raw p values. NS, non-significant.
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FIG. 7. Paclitaxel triggers the secretion of antiglioma factors by PC1/3-KD cells cocultured with C6 glioma spheroids. A, Antitumor
properties of NR8383 cell supernatants on glioma cells in a 3D coculture. a) Invasion of rat glioma cells (C6) spheroids in the absence (No M�)
and in the presence of NR8383 non-target (NT) or PC1/3 knockdown (KD) macrophages. Representative images of the invasion of C6
spheroids in the collagen matrix at day 0, day 3 and day 6. All images were acquired with an inverted light microscope at 4� magnification.
Scale bar: 500 �m. b) Invasion of rat glioma cells (C6) spheroids in the absence (No M�) and in the presence of NR8383 non target (NT) or
PC1/3 knockdown (KD) macrophages treated or not with increasing concentrations of Paclitaxel (20 nM, 40 nM, 80 nM). Representative images
of the invasion of C6 spheroids in the collagen matrix at day 0 and day 6. All images were acquired with an inverted light microscope at 4�
magnification. Scale bar: 500 �m. B, Invasion of rat glioma cells (C6) spheroids in the presence of NR8383 NT or PC1/3 KD macrophages
pretreated or not with 30 �M Paclitaxel for 24h. a) Representative images of the invasion of C6 spheroids in the collagen matrix at day 0, day
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sion of C6 spheroids. Expression of the data as fold change
of growth/invasion after Paclitaxel treatment does support
these effects and their cell- and treatment-specificity
(Fig. 8b).

DISCUSSION

Since the last decade, many studies have demonstrated
that the density of TAMs is associated with a poor prognosis,
suggesting macrophages as a target for clinical therapy (49–
55). Macrophages can be activated through cytokines or
via secondary signals supplied by either antibodies or LPS/
endotoxin/TLR stimulants. Thus, new therapeutic strategies
have been elaborated to counteract tumor outgrowth by
either inhibiting macrophages infiltration or by promoting a
macrophages pro-inflammatory phenotype (49). Strategies
targeting TLR4 pathway have shown some success in anti-
tumoral activity (56, 57). Paclitaxel, an antitumor drug, is
also known to activate the TLR4 pathway and therefore

could be a potential strategy to reactivate macrophages
within tumors. This drug is currently used for the treatment
of breast, ovarian, lung, and colon cancers (16). More re-
cently different strategies based on liposomes or nanopar-
ticles with Paclitaxel have also been investigated in glioma
(58–61). Based on this knowledge, this work aimed to in-
vestigate the possibility to trigger macrophage mediated
tumor cytotoxicity based on a TLR4 activation using Pacli-
taxel drug as ligand.
Previously, we have shown that PC1/3 KD macrophages

were able to produce pro-inflammatory cytokines in autocrine
and paracrine ways and were more pro-inflammatory com-
pared with macrophages expressing PC1/3 (12, 13). We thus
concluded that this PC1/3 enzyme controlled the activation of
macrophages. In the present study, we also revealed by pro-
teomics approaches differences between NT and PC1/3 KD
cells after Paclitaxel stimulation (Fig. 1A). In PC1/3 KD macro-
phages proteins involved in microtubule cytoskeleton assem-
bly, actin organization, cell-cell adhesion and cell matrix ad-
hesion modifications are upregulated. The overexpression of
cytoskeleton proteins is expected to impact the endosomal
and phagosome movements (62, 63), which would also lead
to a higher secretion of immune factors. This modulation of
cytoskeleton organization is supported by the high increase of
Ca2� release in these cells (Fig. 4). We also confirmed the
release of pro-inflammatory cytokines and chemokines by
untreated and Paclitaxel-treated PC1/3 KD macrophages re-
flective of a higher level of activation of these cells (Fig. 2 and
5). Of note, this secretory activity was not really affected by
the presence of the anti-inflammatory cytokines IL-10. Among
the factors released by PC1/3 KD cells after Paclitaxel stim-
ulation, we found growth related oncogene (GRO) (�, �, �) and
interleukin 1 (�, �). These factors are known to elicit recruit-
ment of PMN cells. GRO (�, �, �), also known as chemokines
CXCL1, CXCL2, CXCL3, mediates varied functions such as
attracting neutrophils to sites of inflammation, regulating an-
giogenesis, and modulating neurotransmitter release. How-
ever, in cancer, they are involved in tumor initiation, progres-
sion, and metastasis (64, 65). For example, GRO-� forms an
autocrine loop that activates the Ras-Erk1/2 signaling path-
way (66) which is linked to phosphorylation of STAT3 (67)
signal transducer activator of transcription which is important
for cell proliferation. At a first sight, this did not support that
Paclitaxel treated PC1/3 KD cells may exert a stronger anti-
tumoral activity. However, we cannot exclude that (i) combi-
nation of other molecules contained in the cell supernatant
may exhibit antitumoral activity and (ii) in a coculture with

2, day 4 and day 6. b) Graph representing the quantification of C6 spheroids invasion into the collagen. C, Analysis of the supernatants after
6 days of coculture between macrophages and C6 spheroids. a) At day 6 after invasion, the cell supernatants were harvested and analyzed
by mass spectrometry (Time 6 days). Venn Diagram of the all coculture conditions used (Paclitaxel, control DMSO) for PC1/3 KD and NT cells
is presented. Western blots detecting antitumoral proteins (F9, Anp32a) in the supernatant of KD cells treated with Paclitaxel are also
presented. b) A heat map was generated to show proteins that significantly differed between the supernatants of NT and PC1/3-KD NR8383
macrophages after 6 days of coculture.

TABLE II
Unique proteins from the cell supernatant of NT and PC1/3 KD macro-
phages in co-culture with C6 spheroids obtained after 6 days of
invasion into the collagen matrix (Day 6). Macrophages were preacti-
vated with Paclitaxel or not during 24 h and then embedded into
collagen with C6 spheroids. The cell supernatants from the co-culture

were collected after 6 days

Unique identified proteins

NT cells
Paclitaxel
Time 6 days
(Coculture)

NT cells
Control

Time 6 days
(Coculture)

KD cells
Paclitaxel
Time 6 days
(Coculture)

KD cells
Control

Time 6 days
(Coculture)

Rbmxrtl Stmn1 Myl6 Thbs4
Grpel1 C5 Rac1 Tgfbi
Ezr Ak2 Anp32a Hba1
Sri Prdx2 Nqo1 Plod1
Lrp1 Plod2 F9 Inhba
C1qbp Psma7 Dpysl2
Npm1 Alyref Cand1
Fh Atp5b Wdr1
H1f0 Fkbp3 Eef1g
Eif2s2 Calu Dstn

Igf2r
Dbi
Rpl30
Rpl10a
Pgm1
Arhgdib
Fus
Il1rl1
Etfb
Capg
Gm2a
Pabpc1
Atox1
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tumor cells the nature of the factors secreted will vary. There-
fore, we decided to evaluate the potential cytotoxic activity of
the supernatant of NT and PC1/3 KD cells after Paclitaxel
stimulation. This revealed that the supernatant of PC1/3 KD
macrophages stimulated with Paclitaxel exerted an antitumor
activity on C6 glioma cells (Fig. 6). Of note, we showed that
the effect observed is higher than the direct effect of Pacli-
taxel alone. In 3D coculture experiments, untreated or treated
with low doses of Paclitaxel, macrophages supported the
growth and invasion of glioma cells (Fig. 7Ab), as expected
from previous observations with murine microglia and hu-
man tumor-associated microglia/macrophages (68, 69). We
showed that these supportive activities were suppressed by a
pre-treatment of macrophages with Paclitaxel, which trig-
gered an efficient antitumor response. Indeed, growth of
spheroids and cell invasion in the matrix were severely de-
creased by macrophages pre-activated with Paclitaxel, irre-
spective of their PC1/3 content. However, in the supernatant
of the coculture between C6 glioma cells and Paclitaxel pre-
treated PC1/3 KD macrophages cocultures, we found that
expression of tumor supportive proteins such as Mortalin or

SH3BGRL was lower. We could also identify unique proteins
exhibiting antitumor properties such as Nqo1, ANP32A and
Coagulation factor IX. This unique profile of secreted proteins
suggests a possible scenario whereby these factors may sta-
bilize P53, inhibit its degradation through Nqo1 and inhibit
cancer cell survival and facilitate drug efficacy thanks to
ANP32A production (45). It may also block the tumor migra-
tion with Coagulation factor IX in conjunction of production of
immune factors (46).
We also demonstrated that several proteins identified in the

supernatant of the coculture between glioma C6 spheroids
and PC1/3 KD macrophages were related to exosomes. In-
terestingly, at 48 h, extracellular vesicles (EVs) from control NT
cells had the tendency to block C6 spheroids growth and
invasion (Fig. 8). Quite the opposite, EVs from Paclitaxel-
treated NT cells did not exert this inhibitory effect. In this case,
growth and invasion were restored to a similar level as those
observed for untreated C6 cells. This suggests that EVs may
contribute to the development of drug resistance observed
after Paclitaxel treatment (17). On the contrary, we demon-
strated that PC1/3 inhibition in macrophages abolished this

FIG. 8. EVs from PC1/3 KD macrophages supernatants repress more efficiently the growth and invasion of C6 spheroids. a) NT and
KD macrophages were treated with 30 �M Paclitaxel for 24h and secreted EVs were isolated by ultracentrifugation. An equal amount of EVs
for each condition were diluted in the collagen matrix prior embedding with C6 glioma spheroids. Images of the invasion of C6 spheroids in
the collagen matrix were taken every 24 h during 3 days. All images were acquired with an inverted light microscope at 5� magnification.
Images were quantified with the in-house software as described in Material and Methods. b) Graphic representation showing ratio of C6 area
invasion of Paclitaxel condition over control condition at each time point. * Significant differences between NT cells and PC1/3-KD cells (p �

0.05) by t test.
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phenomenon. Indeed, EVs from Paclitaxel-treated PC1/3 KD
cells showed an inhibitory effect on growth and invasion of the
C6 spheroids at 48 h of coculture. This effect was however
limited in time. In fact, after 72 h, EVs from both NT and KD
cells were equally effective in inhibiting C6 spheroids to an
extent comparable to the one observed with cocultures of
macrophages and spheroids. This transient effect might re-
flect the capacity of glioma cells to re-program macrophages
in a way that is PC1/3 independent and/or that masks the
inhibitory capacity of PC1/3 KD cells-derived EVs through
secreted molecules.
In conclusion of this study, we showed that Paclitaxel in-

creased the cytosolic calcium concentration [Ca2�]c, dimin-
ishes STAT3 activation and reveals a potential of the coaction
of PC1/3 inhibition and Paclitaxel treatment in macrophages
for glioma therapy. The invasion assays in complement to
proteomics analyses of the cell supernatants of C6 spheroids
cultured with Paclitaxel pre-activated NT or PC1/3-KD cells,
demonstrated that PC1/3 KD cells secrete antitumor factors
active toward C6 glioma but they were not sufficient to ob-
serve an effect on their invasion in a spheroid coculture assay.
In this context, because PC1/3 KD cells have constitutively a
higher amount of MVBs, we thought that EVs release through
Paclitaxel treatment may influence glioma spheroids growth.
Indeed, we showed that EVs from Paclitaxel treated PC1/3 KD
cells could escape glioma resistance to treatment. To con-
clude, these experimental observations lay the basis for a cell
therapy based on EVs released by PC1/3 KD macrophages
activated with Paclitaxel.
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Conclusions et perspectives 

L’ensemble de nos résultats confirme que l’effet du Paclitaxel est similaire à celui du 

LPS. En effet, nous avons observé des similarités quant au profil protéique des macrophages 

PC1/3 KD stimulés avec l’un ou l’autre des ligands. Par exemple, la sécrétion de la cathepsine 

D est réduite sous LPS et l'est également sous Paclitaxel. Aussi, la sur-expression de CD36, des 

galectines 1 et 3, protéines impliquées dans la réponse immunitaire et d’Ano6, protéine clé 

de la phagocytose, est observée suite à la stimulation des macrophages au LPS ou au 

Paclitaxel. De plus, les deux ligands induisent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 

bien que différentes selon le ligand. En effet, sous LPS, les macrophages ne libèrent pas CCL5, 

CCL3 ou CXCL3 (Duhamel et al., 2015), pourtant retrouvées dans le sécrétome de 

macrophages stimulés au Paclitaxel. En revanche, les cytokines CXCL9 et CCL20 sont sécrétées 

spécifiquement par les macrophages PC1/3 KD stimulés au LPS (Duhamel et al., 2015). 

L’ensemble des différences de sécrétion de cytokines est regroupé dans le Tableau 3. Ainsi, le 

Paclitaxel accentue l’orientation pro-inflammatoire des macrophages PC1/3 KD et déclenche 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ainsi que l’expression de protéines impliquées 

dans la réponse immunitaire. Cette orientation des macrophages vers un phénotype pro-

inflammatoire est également observée au sein d’un environnement immunosuppresseur, 

mimé par une stimulation à l’IL-10.  

De plus, les facteurs sécrétés par les macrophages PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel 

montrent une activité anti-tumorale contre les cellules de gliome (Figure 21). Depuis, cette 

stratégie de réactivation des macrophages par le Paclitaxel a été étudiée (Wanderley et al., 

2018). En effet, cette étude a démontré in vitro et in vivo l’orientation de macrophages dérivés 

de moelle épinière de souris vers un phénotype M1 pro-inflammatoire après la stimulation du 

TLR4 par le LPS ou le Paclitaxel. Cette orientation est également observée au sein d’un 

environnement immunosuppresseur mimé par une stimulation à l’IL-4 ainsi que pour des 

macrophages préalablement orientés vers un phénotype anti-inflammatoire à l’aide d’une 

stimulation à l’IL-4. 
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Tableau 3 : Sécrétion des cytokines par les macrophages PC1/3 KD selon le ligand du TLR4 utilisé et 

l’impact d’un environnement immunosuppresseur (d’après Duhamel et al. 2015 et Duhamel et al., 

2018). 

Les cases rouges indiquent que les macrophages PC1/3 KD sécrètent une quantité plus importante de 

cytokines par rapport aux macrophages contrôles NT. Les cases grises indiquent qu’aucune différence 

de sécrétion n’est observée entre les macrophages NT et PC1/3 KD. Enfin, les cases blanches 

correspondent à un manque d’information pour les cytokines données. L’impact d’un environnement 

immunosuppresseur, mimé par une stimulation avec l’IL-10, sur la sécrétion des cytokines par les 

macrophages PC1/3 KD est indiqué par des symboles où « = » indique l’absence de changement et 

« ↓ » indique une diminution de sécrétion des cytokines par rapport au niveau de libération observé 

sans IL-10 dans le milieu. 

Cytokines 
PC1/3 KD Paclitaxel LPS 

 IL-10  IL-10  IL-10 

CCL5  ↓  =  = 

CXCL10  ↓  =  = 

TNF-α  ↓  =  = 

IL-6  =  =  = 

CXCL1  ↓  =  = 

CXCL2  =  =  = 

CCL3  =  =  = 

CXCL3  =  =   

IL-1β  =  =  = 

CXCL9  =    = 

CCL20  =    = 

Il serait intéressant d’étudier l’influence des facteurs sécrétés par les macrophages 

PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel sur d’autres cellules immunitaires. En effet, il a été 

précédemment mis en évidence que les facteurs sécrétés par les macrophages PC1/3 KD 

stimulés au LPS exercent une activité chimioattractive sur les lymphocytes CD4+ naïfs 

(Duhamel et al., 2015). Grâce à un test de chimiotactisme avec une chambre de Boyden nous 

pourrions étudier l’effet du sécrétome des macrophages PC1/3 KD sur la migration de 

différentes populations de lymphocytes, tels que les Tregs ou encore les lymphocytes T 

cytotoxiques. L’ensemble des cytokines pro-inflammatoires retrouvé parmi ces facteurs 

pourrait également activer les fonctions immunologiques d’autres cellules immunitaires. 

Aussi, le Paclitaxel agit directement sur d’autres cellules immunitaires. Il peut réduire le 
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nombre de lymphocytes T régulateurs ou encore stimuler la présentation d’antigènes par les 

cellules dendritiques (Javeed et al., 2009). Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’efficacité du 

Paclitaxel dans un environnement tumoral plus complexe, regroupant différentes populations 

cellulaires et notamment plusieurs types de cellules immunitaires. 

 

Figure 21 : Schéma récapitulatif de l'effet du Paclitaxel et des macrophages PC1/3 KD sur les cellules de 

gliome. 

En plus de son effet sur les macrophages, le Paclitaxel démontre une activité anti-

tumorale contre les cellules de gliome (Figure 21). Cependant, dans notre étude, nous étions 

confrontés à une résistance au Paclitaxel lorsque celui-ci était utilisé à de faibles 

concentrations sur des sphéroïdes composés de cellules de gliomes cultivées avec des 

macrophages NT ou PC1/3 KD. Les macrophages semblent responsables d’une résistance au 

traitement puisque les sphéroïdes cultivés seuls sont sensibles au Paclitaxel, même à de 

faibles concentrations. Néanmoins, cette résistance a pu être contournée par une pré-

stimulation des macrophages au Paclitaxel, ce qui laisse envisager la possibilité d’une thérapie 

cellulaire qui utiliserait des macrophages préalablement orientés vers un profil anti-tumoral. 

Les thérapies cellulaires sont très attrayantes dans le cadre des tumeurs cérébrales, protégées 

par la BHE qui entrave les chimiothérapies. L’utilisation de cellules telles que les macrophages 

ou encore les neutrophiles est devenue une stratégie très étudiée pour l’amélioration de 

l’administration de chimiothérapie comme l’ont démontré Jingwei Xue et ses collègues. Ces 

Paclitaxel
Mφ PC1/3 KD

CDLTCNK

Activité 
anti-tumorale 

directe 

Cellule de gliome

Cytokines 
pro-inflammatoires↑↑
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derniers ont modifié des neutrophiles avec des liposomes contenant du Paclitaxel (Xue et al., 

2017). Ces cellules ont été injectées suite à une résection chirurgicale par voie intraveineuse 

au sein d’un modèle murin de greffe orthotopique. La réaction inflammatoire suivant la 

chirurgie est accompagnée par la libération de facteurs inflammatoires qui attirent les 

neutrophiles sur le site tumoral. Sous l’action des différents facteurs inflammatoires, les 

neutrophiles vont libérer les liposomes ainsi que le Paclitaxel. Ainsi, cette stratégie améliore 

le taux de survie des modèles mais n’inhibe pas complètement la repousse tumorale. 

L’association de chimiothérapies et des macrophages PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel, 

macrophages anti-tumoraux qui semblent capables de réactiver la réponse immunitaire, 

pourrait donc être une stratégie encourageante dans le cadre du traitement des GBMs.  

L’activité anti-tumorale des vésicules extracellulaires des macrophages PC1/3 stimulés 

au Paclitaxel laisse envisager une autre possibilité de thérapie. Formées à partir de corps 

multivésiculaires issus de la membrane plasmique, elles peuvent contenir plusieurs types de 

molécules, tels que des acides nucléiques, des protéines, ou encore des lipides qu’elles 

transportent d’une cellule à une autre. Elles délivrent leur contenu en fusionnant avec la 

membrane de la cellule cible et sont donc essentielles à la communication intercellulaire. 

L’utilisation des vésicules extracellulaires est très étudiée dans différentes stratégies 

thérapeutiques, notamment dans l’acheminement de médicaments (Bunggulawa et al., 2018). 

En effet, elles peuvent être modifiées pour contenir des acides nucléiques tels qu’un siRNA 

(Alvarez-Erviti et al., 2011) ou encore des substances pharmacologiques comme le Paclitaxel 

(Wang et al., 2019) et transporter leur contenu jusqu’aux cellules cibles. Ainsi, dans notre 

stratégie thérapeutique, nous pourrions envisager d’isoler les vésicules extracellulaires 

provenant de macrophages PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel et les utiliser pour acheminer un 

siRNA contre PC1/3. Ces vésicules extracellulaires pourront non seulement exercer leur 

activité anti-tumorale mais aussi induire l’inhibition de PC1/3 au sein des macrophages 

présents dans l’environnement tumoral et ainsi reprogrammer les macrophages au sein de la 

tumeur vers le phénotype précédemment décrit, un phénotype pro-inflammatoire. Leur 

participation au développement tumoral sera ainsi réduite et l’efficacité des chimiothérapies 

pourrait être augmentée.  
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 En vue d’une réactivation des macrophages, il serait intéressant de coupler l’inhibition 

de PC1/3 avec l’inhibition de la furine qui est également impliquée dans la modulation de la 

réponse immunitaire et dans le phénotype inflammatoire des macrophages (Cordova et al., 

2016). Dans cette optique, nous nous sommes tournés vers l’utilisation d’un inhibiteur 

commercial ciblant plusieurs PCs.  
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CHAPITRE II 

L’INHIBITION DE PROPROTEINES CONVERTASES RALENTIT LE DEVELOPPEMENT TUMORAL ET 

ORIENTE LES MACROPHAGES VERS UN PHENOTYPE PRO-INFLAMMATOIRE ET ANTI-TUMORAL 

 

Introduction 

L’implication de PC1/3 dans la régulation du phénotype inflammatoire et la réponse 

immunitaire des macrophages n’est plus à démontrer. En effet, son inhibition au sein de 

macrophages induit leur orientation vers un phénotype pro-inflammatoire. Par ailleurs, cette 

inhibition combinée à la stimulation de TLR provoque la sécrétion de facteurs anti-tumoraux 

ayant une activité contre plusieurs types de cancers notamment le cancer du sein, de l’ovaire 

et les gliomes (Duhamel et al., 2015, 2016a, 2018). PC1/3 n’est pas le seul membre des PCs à 

être impliqué dans la régulation de la réponse inflammatoire et immunitaire. En effet, 

plusieurs études ont mis en avant l’implication de la furine dans l’activité de cellules 

immunitaires. Au sein des macrophages, son inhibition mène à l’expression de gènes liés à 

leur activation tels que Serpinb1a, Serpinb2, Il6, Il1-β, Ccl2, et Ccl7. L’expression de gènes 

codants pour les cytokines pro-inflammatoires, notamment TNF-α et IL-6, a également été 

observée (Cordova et al., 2016). C’est pourquoi, il pourrait être avantageux d’inhiber plusieurs 

PCs, notamment PC1/3 et la furine, au sein des macrophages. De plus, l’implication de PACE4 

dans le cancer de l’ovaire (Longuespée et al., 2014) et de la prostate (D’Anjou et al., 2011) a 

été démontrée. Ainsi, l’utilisation d’un inhibiteur à spectre large pourrait impacter à la fois les 

macrophages et la tumeur. Dans cette optique, nous avons utilisé un inhibiteur 

peptidomimétique qui agit comme un substrat compétitif des PCs, ciblant PC1/3, la furine 

mais aussi PC4, PACE4 et PC5/6 (Becker et al., 2012).  

L’inhibition de différentes PCs est d’autant plus intéressante que plusieurs d’entre elles 

jouent un rôle clé dans le développement tumoral. En effet, plusieurs de leurs substrats sont 

impliqués dans les processus de croissance tumorale. Par exemple, le TGF-β est un facteur 

essentiel dans le développement de la tumeur et de l’environnement immunosuppresseur et 

est activé suite au clivage de son précurseur par la furine (Siegfried et al., 2020). Il en est de 

même pour le VEGF, impliqué dans l’angiogenèse, ou encore les MMPs, responsables de la 

dégradation de la matrice extracellulaire et ainsi des processus métastatiques (Siegfried et al., 
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2020). Plusieurs études ont démontré l’intérêt thérapeutique de l’inhibition de PCs au sein de 

cancers. En effet, l’application d’un inhibiteur de PCs diminue la taille de la tumeur au sein 

d’un modèle murin de carcinome (Bassi et al., 2010) et ralentit la progression tumorale au sein 

d’un modèle murin de xénogreffe de cancer de la prostate (Levesque et al., 2015). 

Objectifs 

Ainsi, l’objectif sous-jacent à l’utilisation d’un inhibiteur ciblant plusieurs de ces 

enzymes est d’agir à la fois sur les macrophages et les cellules cancéreuses. L’inhibition de la 

furine et de PC1/3 au sein des macrophages pourrait induire leur orientation vers un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-tumorale. Par ailleurs, l’inhibition de l’ensemble des PCs 

dans les cellules cancéreuses permettrait de ralentir le développement tumoral.  

Ainsi, pour déterminer l’impact de l’inhibiteur sur les différents types cellulaires, des 

analyses protéomiques ont été réalisées sur les cellules et les sécrétomes des cellules de 

gliome C6 préalablement utilisées (Duhamel et al., 2018) et sur les macrophages de rat 

NR8383 de type sauvage (WT). Des tests de viabilité et d’invasion ont permis d’étudier la 

toxicité résultant de l’inhibition des PCs sur les cellules cancéreuses et les macrophages, en 

co-culture ou non. 
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Résultats 

Dans un premier temps, des RT-PCRs ont été réalisées pour déterminer quelles sont 

les proprotéines convertases qui sont exprimées par les différentes lignées cellulaires 

utilisées. Ainsi, les macrophages NR8383 expriment PC1/3 et la furine et les cellules de gliome 

C6, quant à elles, expriment PACE4 et également la furine. 

A l’instar des macrophages PC1/3 KD (Duhamel et al., 2015), les macrophages WT 

traités avec l’inhibiteur de PCs semblent s’orienter vers un profil pro-inflammatoire. Les 

analyses protéomiques du sécrétome de ces macrophages ont, en effet, révélé la présence de 

cytokines pro-inflammatoires telles que CCL6 ou la Peroxiredoxin 5. Cet effet est également 

observé au sein d’une lignée humaine de macrophages, les THP1 qui, suite à un traitement 

avec l’inhibiteur, sur-expriment des protéines impliquées dans l’organisation du cytosquelette 

tout comme cela avait été observé pour les macrophages PC1/3 KD (Duhamel et al., 2015). 

Des protéines impliquées dans l’activation de la réponse immunitaire, notamment la 

Peroxiredoxin-1 qui active les NK et induit une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(Shichita et al., 2012), sont également retrouvées parmi les protéines sur-exprimées par les 

THP1 traités avec l’inhibiteur de PCs. Ainsi, la sur-expression de cytokines pro-inflammatoires 

et de protéines impliquées dans la réponse immunitaire suggère que l’inhibiteur de PCs 

oriente les macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire.  

Outre le profil pro-inflammatoire, une sous-expression de protéines impliquées dans 

le développement tumoral est observée dans les macrophages NR8383 WT incubés avec 

l’inhibiteur. En effet, les études protéomiques réalisées sur leurs sécrétomes ont mis en 

évidence une sous-expression de la protéine Macrophage migration inhibitory factor (MIF), 

connue pour être impliquée dans le développement des GBMs (Mittelbronn et al., 2011). Des 

protéines reliées à l’activité des macrophages telles que la protéine Macrophage-capping 

protein (CAPG) et la Transgeline-2 ou au métabolisme (Purine nucleoside phosphorylase et L-

lactate dehydrogenase B chain) sont également sur-exprimées. Des résultats similaires sont 

obtenus avec les THP1. Après leur traitement avec l’inhibiteur de PCs, une sous-expression de 

CD44 est observée. Cette protéine est habituellement sur-exprimée dans les gliomes et 

impliquée dans plusieurs processus du développement tumoral tels que la prolifération, 

l’angiogenèse ou encore la métastase (Mooney et al., 2016). L’Apolipoproteine E, marqueur 

du phénotype anti-inflammatoire (Baitsch et al., 2011), est également sous-exprimée par les 
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THP1 incubés avec l’inhibiteur. L’inhibiteur semble donc influencer le phénotype des 

macrophages en favorisant une orientation pro-inflammatoire et en réduisant leur implication 

dans le développement tumoral.  

 Non seulement l’inhibiteur agit favorablement sur le phénotype des macrophages mais 

il est aussi toxique pour les cellules cancéreuses tout en épargnant les macrophages. En effet, 

il réduit la viabilité des cellules de gliome de rat de 40% et ce, dès l’utilisation d’une 

concentration de 10 µM. Ceci est plus efficace que le TMZ, couramment utilisé dans le 

traitement des GBMs. En effet, 400 µM de TMZ sont nécessaires pour réduire de 30% la 

viabilité des C6 lorsque 100 µM d’inhibiteur de PCs suffisent. En revanche, à ces 

concentrations la viabilité des macrophages n’est pas impactée.  

Les analyses protéomiques ont également démontré que l’inhibiteur de PCs diminue 

le potentiel tumoral des cellules cancéreuses et leur capacité à établir un environnement 

immunosuppresseur. En effet, une incubation avec 150µM d’inhibiteur de PCs conduit à une 

sous-expression de facteurs impliqués dans le développement tumoral tels que Rab3 GTPase-

activating protein non-catalytic subunit (RAB3GAP2), responsable de la prolifération cellulaire 

ou encore du C-type mannose receptor 2 (MRC2) qui induit l’invasion cellulaire. De plus, 

l’analyse du sécrétome des cellules cancéreuses traitées avec l’inhibiteur de PCs démontre 

une diminution de la sécrétion de protéines clés dans le développement de l’environnement 

immunosuppresseur telles que CSF1. En effet, celle-ci joue un rôle majeur dans le recrutement 

et la suppression de l’activité immunologique des macrophages (Mantovani et al., 2017).  

Ces premiers résultats ont permis de démontrer que l’inhibition de PCs impacte à la 

fois les cellules cancéreuses et les macrophages. L’inhibiteur utilisé dans cette étude pourrait 

avoir un effet anti-tumoral direct et indirect à travers l’orientation des macrophages vers un 

phénotype pro-inflammatoire et en diminuant leur implication dans le développement 

tumoral. Pour déterminer si ces effets seraient observés au sein d’un environnement tumoral 

plus complexe, nous avons utilisé un modèle de co-culture où les cellules cancéreuses C6 et 

les macrophages NR8383 WT sont réunis sous forme de sphères 3D.  

Dans un premier temps, nous voulions déterminer le degré d’infiltration de l’inhibiteur 

au sein du sphéroïde. L’imagerie par spectrométrie de masse a permis de mettre en évidence 
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une pénétration de l’inhibiteur au centre du sphéroïde dès 16h d’incubation. Ce dernier reste 

détectable jusqu’à 72h après le traitement.  

Ces sphéroïdes, mixtes ou non, ont permis d’étudier l’invasion des cellules cancéreuses 

ainsi que l’impact de l’inhibiteur sur le profil protéique d’un environnement proche de 

l’environnement tumoral. Une diminution de l’invasion de 50% est observée quatre jours 

après le traitement des sphéroïdes avec l’inhibiteur de PCs et ce, même lorsque les 

macrophages sont associés aux cellules cancéreuses. Cette diminution est plus importante 

que celle observée avec une concentration six fois plus importante de TMZ. Il semblerait donc 

que l’inhibiteur de PCs conserve son activité anti-tumorale même au sein d’un environnement 

regroupant les cellules de gliome et les macrophages. Des analyses protéomiques ont 

également été conduites pour déterminer l’impact qu’exerce l’inhibiteur de PCs sur cet 

environnement tumoral. Comme observé sur les cultures indépendantes de cellules 

cancéreuses et de macrophages, le traitement des sphéroïdes mixtes avec l’inhibiteur de PCs 

conduit à la sous expression de protéines impliquées dans le développement de la tumeur et 

de l’environnement immunosuppresseur. C’est le cas des Procollagen-lysine 1 et 2 qui 

modulent la maturation du collagène et ainsi contribuent au processus métastatique ou 

encore du répresseur transcriptionnel Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1 

(Lrrfip 1) qui est un inhibiteur de la voie NF-κB. Les protéines impliquées dans la réponse pro-

inflammatoire et immunitaire sont quant à elles sur-exprimées suite à une incubation avec 

l’inhibiteur de PCs. La galectine-3 et ICAM-1, décrites comme des inhibiteurs de l’orientation 

vers un phénotype anti-inflammatoire sont également retrouvées dans ce groupe de 

protéines sur-exprimées. La protéine Eps8 impliquée dans la phagocytose et la protéine Sdha, 

essentielle à l’orientation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire sont aussi 

sur-exprimées par les sphéroïdes traités avec l’inhibiteur de PCs. Ainsi, ce dernier conserve 

son effet anti-tumoral et son impact sur le phénotype des macrophages, même lorsque les 

deux types cellulaires sont associés.  
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Tumors are characterized by the presence of malignant and
non-malignant cells, such as immune cells including macro-
phages, which are preponderant. Macrophages impact the effi-
cacy of chemotherapy and may lead to drug resistance. In this
context and based on our previous work, we investigated the
ability to reactivate macrophages by using a proprotein conver-
tases inhibitor. Proprotein convertases process immature pro-
teins into functional proteins, with several of them having a
role in immune cell activation and tumorigenesis. Macro-
phages were treated with a peptidomimetic inhibitor targeting
furin, PC1/3, PC4, PACE4, and PC5/6. Their anti-glioma activ-
ity was analyzed by mass spectrometry-based proteomics and
viability assays in 2D and 3D in vitro cultures. Comparison
with temozolomide, the drug used for glioma therapy, estab-
lished that the inhibitor was more efficient for the reduction
of cancer cell density. The inhibitor was also able to reactivate
macrophages through the secretion of several immune factors
with antitumor properties. Moreover, two proteins considered
as good glioma patient survival indicators were also identified
in 3D cultures treated with the inhibitor. Finally, we estab-
lished that the proprotein convertases inhibitor has a dual
role as an anti-glioma drug and anti-tumoral macrophage reac-
tivation drug. This strategy could be used together with chemo-
therapy to increase therapy efficacy in glioma.

INTRODUCTION
Proprotein convertases (PCs) are proteases of the subtilisin/kexin
family that cleave proproteins through limited proteolysis and
convert them into bioactive proteins and peptides.1–3 Mammalian
PCs include PC subtilisin/kexin type 1 (PCSK1), PCSK2, furin,
PCSK4, PCSK5, PCSK6, and PCSK7, which are known to cleave pro-
proteins at paired basic residues.4 PCs cleave a variety of precursor
proteins within the secretory pathway, including neuropeptides,
hormones, growth factors and their respective receptors, adhesion
molecules, bacterial toxins, and viral glycoproteins.5 However, dereg-
ulation of these enzymes has been associated with pathological condi-
tions, including endocrinopathies,6 Alzheimer’s disease,7 and
tumors.8 Among these PCs, furin is one of the major PCs known to

be involved in tumor progression. Its expression has been confirmed
in a large spectrum of cancers.1 The importance of furin activity for
the processing of many cancer-related substrates has been shown,
and it has been proposed to promote the malignant phenotype of can-
cer cells.8,9 Platelet-derived growth factor A (PDGF-A), insulin-like
growth factor 1 receptor (IGF-1R), transforming growth factor b

(TGF-b), membrane type I-matrix metalloproteinase (MT1-MMP),
vascular endothelial growth factor C (VEGF-C), and a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAM-TS)
are the best known cancer-related furin substrates.

Despite significant advances in cancer treatment, resistance to the
applied therapy remains a major problem.10,11 The increased efflux
of the drugs, the enhancement of repair/increased tolerance to
DNA damage, the high anti-apoptotic potential, and the decreased
permeability and enzymatic deactivation would enable cancer cells
to survive chemotherapy.10 Indeed, multidrug resistance is one of
the most significant problems in oncology today.12–14

Nevertheless, among the emerging therapies that are in development,
immunotherapy represents one with the most promise.15 The goal of
immunotherapy is to eliminate cancer cells through the transfer of
ex vivo expanded and activated immune cells. Immune cells such as
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dendritic cells (DCs), natural killer (NK) cells, cytotoxic T cells, and
cytokine-induced killer (CIK) cells have been investigated as targets
for immunotherapy against cancer.15 Additionally, the passive trans-
fer of monoclonal antibodies has been an effective treatment for some
cancers.16

Promising trials evaluating the safety and efficacy of immunotherapy
for prostate cancer, renal cell carcinoma, and gastric and colorectal
cancers have opened the door to research in the area of oncoimmu-
nology, which integrates immunotherapy along with conventional
cancer treatments.16 Tumors are heterogeneous and characterized
by the presence of many malignant and benign cell types. Among
the non-malignant cells, specific immune cells are present, known
as tumor-associated macrophages (TAMs), which represent a key
element for tumor microenvironment interaction. These TAMs are
switched to the protumoral phenotype through cancer cell-tissue
microenvironment interaction.15 Thus, one challenge is to reactivate
these TAMs and combat cellular immune suppression. PCs have been
identified in immune cells and shown to control the Toll-like receptor
(TLR)/myeloid differentiating factor 88 (MyD88)/nuclear factor kB
(NF-kB)-dependent pathway through PC1/317–22 and the TLR/
MyD88/NF-kB independent pathway through furin in antigen-pre-
senting immune cells such as macrophages or DCs.18,23,24

Interestingly, the inhibition of PC1/3 in knockout (KO) mice or the
knock down (KD) of the resident lung macrophage cell line
(NR8383) led to a pro-inflammatory response. The NR8383 rat pul-
monary macrophage cell line was previously shown as a good model
to study the role of PC1/3 in the macrophage innate immune
response.18–20,22 The pro-inflammatory response in NR8383 PC1/3
KO macrophages is characterized by the secretion of chemotactic ef-
fectors attracting cytotoxic T cells and anti-tumoral factors against
glioma and gynecological cancers.18,19 In this way, finding an inhibi-
tor acting on furin in cancer cells that can also push toward PC1/3 in
TAMs can be a novel alternative in cancer immunotherapy. Several
inhibitors have been designed against PCs, and several targeting the
furin protein25–27 or PACE428,29 are used for cancer therapy.

In this context, we are using a peptidomimetic PC inhibitor that can
act against furin and has been shown to inhibit several other PCs,
including PC1/3, PC4, PACE4, and PC5/6, but with no effect on
PC2 and PC7. This inhibitor has been developed by Becker et al.30

This is a cell-permeable tripeptide derivative containing an Arg-X-
Arg motive that acts as a highly potent and reversible furin inhibitor
(Ki of 16 pM) and PC1/3, PC4, PACE4, and PC5/6 inhibitor with
almost similar potency. Other peptidomimetic PC inhibitors are
used for anti-tumoral assays such as PACE4 inhibitor,31 Multi-Leu
peptide PACE4 inhibitor,32 or furin inhibitor.33 These inhibitors
are used in tumor cell cultures at a concentration ranging from 25
to 100 mM. For this reason, we investigated, via a concentration/
response pharmacodynamic approach (10–600 mM), proteomic plat-
forms, and biochemical anti-tumoral assays, the ability of such a pep-
tidomimetic PC inhibitor to act against glioma cells and macrophages
at the same time. We also evaluated its ability to reactivate the mac-

rophages within the tumor. We established that the PC inhibitor is
active on glioma cells at a lower dose (2-fold less) than the key
drug used in glioma treatment, i.e., temozolomide (TMZ). Moreover,
this PC inhibitor is active toward TAMs by reactivating them to be
cytotoxic in the intimacy of the tumor environment.

RESULTS
The PC Inhibitor Triggers the Secretion of Anti-tumoral Factors

by Macrophages and Decreases C6 Glioma Cell Viability

We have previously demonstrated that PC1/3, a PC, is involved in
macrophage activation and that its inhibition induces anti-tumoral
properties.19 The present study aimed to evaluate the potential use of
a peptidomimetic inhibitor of PCs as a potential anti-cancer therapy
through tumor inhibition andmacrophage reactivation.We first estab-
lished, using RT-PCR analyses, the expression of PCs in C6 glioma.We
previously demonstrated the expression of PC1/3 and furin in NR8383
cells.22 Also, we only observed the expression of PACE4 and furin in C6
glioma. No PC1/3 has been detected (Figure S1). In this context, since
the peptidomimetic PC inhibitor (C35H55N15O4) is active toward furin,
PACE4, and PC1/3 at the same efficiency (Ki of 16 pM), we selected this
PC inhibitor for our study. In order to know whether this PC inhibitor
can trigger the secretion of anti-tumoral factors bymacrophages, as pre-
viously described with the NR8383 PC1/3 KD cell line, we performed a
viability assay on the rat C6 glioma cell line (Figure 1B). Based on the
literature for the concentration used in cells or tissue cultures for such
types of an inhibitor,30–33 we used this inhibitor at the micromolar
range. In the first step, we evaluated the toxicity of the PC inhibitor
directly on the macrophages in order to select the right concentration
of inhibitor touse.As shown inFigure1A, thePC inhibitor didnot affect
the viability of macrophages at 50 and 100 mM. A slight decrease was
observed after 4 days of stimulation with 150 mM PC inhibitor due to
the toxicity of dimethyl sulfoxide (DMSO), as revealed by the control
DMSO (150mM). At the highest concentration of 300 mMPC inhibitor,
the significant impactwas shown at 3 days post-treatment (Figure S2A).
With a volumeofDMSOcorresponding to the concentrationof 150mM
inhibitor, we noticed a decrease in the proliferation of themacrophages.
Therefore, for the following experiment, we treated the macrophages
with 100 mM PC inhibitor to avoid the DMSO toxicity effect. We
then tested the anti-tumor properties of the conditioned medium of
macrophages treatedwith orwithout the PC inhibitor at 100mMduring
24 h (Figure 1B). The conditioned medium of the untreated macro-
phages (CM control) was not toxic for glioma cancer cells since the
same viability was identified in the control condition at different time
points (control). The conditioned medium of macrophages treated be-
forehand with the PC inhibitor (100 mM) decreased the viability of the
C6 cells (CM inhibitor) by 30% compared to the control and to the CM
control as early as 2 days after the incubation of C6 glioma cells with the
macrophage-conditioned medium. However, we observed that the
inhibitor alone had the same effect as the conditionedmedium of mac-
rophages. We cannot exclude that the inhibitor was still present in the
medium of macrophages, which may have caused a decrease in C6
cell viability. When we added the inhibitor into the treated macro-
phage-conditioned medium, an additive effect seemed to be observed
after 3 and 4 days, even if it was not statistically significant (CM
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inhibitor + inhibitor). This cumulative effect was not observedwhen the
inhibitor was added in the conditioned medium of the untreated mac-
rophages (CM control + inhibitor). Therefore, the inhibitor had a direct
effect on C6 cancer cells but seemed also to induce the secretion of anti-
tumoral factors by macrophages since an effect of the conditioned
medium was observed.

In order to answer this question, a proteomic study was then conduct-
ed to analyze the composition of the conditioned medium of macro-
phages treated with the PC inhibitor at different concentrations (50,
100, and 150 mM). Shotgun proteomic analysis of secreted proteins
was performed 24 h after PC inhibitor treatment of macrophages. A
total of 884 secreted proteins were identified. A comparison of the pro-
teins between PC inhibitor-treated macrophages and non-treated
macrophages allowed the identification of 25 proteins with significant
differential regulation (Figure 1C; Table S1). As a criterion of signifi-
cance, we applied an ANOVA test with a significance threshold of p <
0.05, and a heatmap was created. Among these proteins, 10 were more
secreted by PC inhibitor-treated macrophages at concentrations of
100 and 150 mM compared to control macrophages. Interestingly,
some pro-inflammatory phenotype markers were found such as che-
mokine (C-Cmotif) ligand 6 (CCL6) and PRDX5 (PRDX5), suggesting
that the inhibitorwas also able to induce the activation ofmacrophages
as previously described for the NR8383 PC1/3 KD macrophages.19

CCL6 and heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (HNRNPD)
proteins, more secreted by treated macrophages, are involved in
cytokine signaling. Another interesting protein identified was pep-
tidyl-prolyl cis-trans isomerase (FKBP1A), which is known to have
antitumor properties. FKBP1A also prevents TGF-b receptor activa-
tion.35 We also noticed that 50 mM PC inhibitor was not enough to
induce the secretion of these proteins by macrophages. A concentra-
tion of 100 or 150 mM is therefore more suited for our study.
Alternatively, 15 proteins were down-secreted by PC inhibitor-treated
macrophages at concentrations of 50, 100, and 150 mM compared to
control macrophages treated with DMSO (Figure 1C; Table S1). The
PC inhibitor seems to impair some macrophage functions as demon-
strated by a down-secretion of migration-related proteins (macro-
phage migration inhibitory factor [MIF] and LIM and SH3 domain
protein 1 [LASP1]) and phagocytosis-related proteins (macrophage-
capping protein [CAPG] and transgelin-2 [TAGLN2] proteins). Of in-
terest, the macrophage migration inhibitory factor (MIF) is also
known to be involved in glioblastoma progression.36 Moreover,
several proteins related to the metabolism process such as purine
nucleoside phosphorylase (PNP), lactate dehydrogenase B (LDHB),
and catechol-O-methyltransferase (COMT) were also less secreted un-
der PC inhibitor treatment of macrophages, indicating a change in
macrophage activity. In conclusion, proteins more secreted by
macrophages treated with 100 and 150 mM of the inhibitor are more

Figure 1. PC Inhibitor Triggers a Molecular Change in Protein Secretion of NR8383 Macrophages

(A and B) The cell density of NR8383 macrophages (A) and C6 rat glioma cells (B) was determined by an MTS assay. The assays were conducted for 1, 2, 3, and 4 days. All

results are representative of three independent experiments. Significant differences were identified using a Tukey’s multiple comparisons test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001, ****p < 0.0001. (A) NR8383 macrophages were incubated with different concentrations of PC inhibitor (50, 100, or 150 mM) or with vehicle (DMSO). (B) The C6 cells

were incubated with DMSO (1) or 100 mM PC inhibitor (2) or with NR8383 conditioned media (CM) obtained after 24-h DMSO (3) or 100 mM PC inhibitor (4) treatment. In the

condition “CM control + inhibitor” (5) and “CM inhibitor + inhibitor” (6), the cells were incubated with CM from macrophages treated with DMSO (5) or PC inhibitor (6)

supplemented with PC inhibitor. (C) NR8383 macrophages were treated or not with PC inhibitor (50, 100, or 150 mM). CM were digested and analyzed with LC-MS/MS.

MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a heatmap was generated to show proteins that were significantly different between treated and

untreated NR8383 CM. Two clusters are highlighted (1 and 2).
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pro-inflammatory, as we previously described for the NR8383 PC1/3
KD cell line. We have also identified some anti-tumoral factors that
can explain the decrease of the viability of C6 cells observed in Fig-
ure 1B. We have also confirmed these proteomics results on the
THP1 human macrophages cell line (Figure S3). Thus, PC inhibition
triggers the secretion of pro-inflammatory factors by THP1 as well as
NR8383 and decreases the secretion of proteins involved in tumori-
genesis processes and the anti-inflammatory microenvironment.

The PC Inhibitor Acts on C6 Glioma Cells by Decreasing Their

Viability and Their Expression of Microenvironmental-Related

Proteins

Since the inhibition of PCs in C6 glioma cancer cells triggered a
decrease of cell viability, we examined the dose-dependent effects of

the PC inhibitor. For that, we have cultured C6 cells with the inhibitor
at 50, 100, or 150 mM for 4 days as was performed for macrophages
(Figure 2A). We also checked the effect for lower concentrations (1
and 10 mM) and higher concentrations (300 and 400 mM). No effect
was observed prior to the 10 mM treatment. At 10 mM, a decrease of
C6 cell proliferation was seen, but it was lower than for concentra-
tions above 50 mM (Figure S2B). We also noticed a significant effect
at 300 and 400 mM at 2 days post-treatment (Figure S2B). The PC
inhibitor decreased the viability of the glioma cells by 40% at any con-
centration >50 mM used compared to the control without inhibitor at
4 days post-treatment. Interestingly, a volume of DMSO correspond-
ing to the one used at the highest concentration of the inhibitor
(400 mM) did not influence the viability of the glioma cells. Therefore,
the effect observed was clearly due to the inhibitor.

Figure 2. PC Inhibitor Toxicity for C6 Rat Glioma Cells

(A) The cell density of C6 rat glioma cells was determined by an MTS assay after stimulation with 50, 100, or 150 mM PC inhibitor or with DMSO. The assays were conducted

for 1, 2, 3, and 4 days. All results are representative of three independent experiments. Significant differences were identified using a Tukey’s multiple comparisons test. *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. (B) C6 cells were treated or not with PC inhibitor (50, 100, or 150 mM) and lysed before FASP and LC-MS/MS analysis.

MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a heatmap was generated to show proteins that were significantly different between treated and

untreated C6 in the cell extracts. Two clusters are highlighted (1 and 2). (C) Global pathway analyses of cluster 2.
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Next, in order to decipher themolecular impact of the PC inhibitor on
C6 glioma cancer cells, we performed a proteomic study of the cellular
contents after 24-h treatment with the inhibitor at different concen-
trations. The control cells (C6-control) were only treated with the
volume of DMSO corresponding to the highest concentration of
the inhibitor (150 mM). Shotgun proteomic analysis of C6 glioma cells
yielded 1,942 protein identifications across all samples. Twelve pro-
teins were exclusive to 50 mM, 33 proteins to 100 mM, 43 proteins
to 150 mM, and 26 proteins to the control (Figure S4A; Data S1).
Among the 12 proteins identified after the 50 mM PC inhibitor, the
immunity-related GTPase family M protein (LRGM) known to acti-
vate macrophage migration has been identified as well as the
repressor of translation initiation protein that regulates EIF4E activity
(Eif4ebp1) and the latexin, which acts as a tumor suppressor.37 For the
proteins identified at 100 mM, the TRPM4 transient receptor has been
identified as well as semaphorin-3A, known to have a controversial
effect on the tumor (promote38 or inhibit39), and netrin receptor
UNC5B, which acts toward angiogenesis.40 The proteins detected at
150 mM included the WD repeat-containing protein 26 (Wdr26),
an inhibitor of the mitogen-activated protein (MAP) kinase
pathway,41 the melanoma-associated antigen D1 (MAGED1), which
inhibits cell cycle progression and facilitates NGFR-mediated
apoptosis,42 and also SMAD2 and SMAD9, which can switch the
macrophage phenotype to M2.43 We then looked at the differentially
expressed proteins. Again, as a criterion of significance, we applied an
ANOVA significance threshold of p < 0.05, and a heatmap was
created, from which 52 proteins showed a significant difference in la-
bel-free quantification (LFQ) expression between 150 mM-treated C6
glioma cells and the other conditions (inhibitor at 50 mM, inhibitor at
100 mM, and control). Twomain clusters were highlighted (Figure 2B;

Figure 3. PC Inhibitor Decreases the Secretion of

Tumor Microenvironment-Related Proteins and

Increases the Secretion of Immune Proteins

(A) C6 cells were treated or not with PC inhibitor (50, 100,

or 150 mM). Conditioned media were digested and

analyzed with LC-MS/MS. MaxQuant and Perseus soft-

ware were used for the statistical analysis, and a heatmap

was generated to show proteins that were significantly

different between treated and untreated C6 conditioned

media. Two clusters are highlighted (1 and 2). (B) Global

pathway analyses of clusters 1 and 2.

Data S2). Nine proteins were upregulated in the
150 mM-treated C6 cells when compared to the
other conditions, including myristoylated
alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS),
which is involved in the reduction of glioblas-
toma growth and induction of senescence.36 In
contrast, 41 proteins were upregulated in the
control cells and the C6 cells treated with lower
concentrations of PC inhibitor (50 and 100 mM),
corresponding to cluster 2. Such upregulated
proteins include PDS5B (PDS5B) and Rab3

GTPase-activating protein non-catalytic subunit (RAB3GAP2),
proteins that are implicated in cell proliferation, and C-type mannose
receptor 2 (MRC2) protein, which mediates tumor cell invasion. We
also identified SMAD3, which is a transcription factor known to be
activated after TGF-b binding on its receptor. SMAD3 regulates the
expression of target genes involved in angiogenesis, cancer cell migra-
tion, and immunosuppression. CD14 was also found to be upregu-
lated in C6 cells untreated or treated with low doses of PC inhibitor.
CD14-high cancer cells express higher levels of inflammation media-
tors and form larger tumors. All of these proteins are downregulated
after treatment of the C6 glioma cells with the PC inhibitor at 150 mM.
Taken together, 150 mM PC inhibitor seems to prevent the induction
of an anti-inflammatory environment by the cancer cells. Subnetwork
analyses (Figure 2C) confirmed that proteins involved in neoplasia,
cell invasion, and cancer are downregulated for a concentration of
150 mM PC inhibitor.

The same approach was then applied to the conditioned medium of
C6 glioma cells treated with the PC inhibitor to analyze the secreted
factors (Figure 3). The proteomic analysis yielded a total of 1,101
proteins identified across all samples, and none was specific to one
concentration of inhibitor (Figure S4B). Ninety-five proteins were
statistically significant between the PC inhibitor-treated C6 cells
and the untreated C6 cells with a p value of 0.05. Twenty-six proteins
were upregulated in the untreated control cells when compared to
treated ones, while 69 proteins were significantly upregulated after
PC inhibitor stimulation (Figure 3A; Data S3). In the control condi-
tion, proteins commonly found in the tumor microenvironment and
involved in tumor cell migration, tumor growth, and metastasis were
identified, which included the connective tissue growth factor
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(CTGF), chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4), and a disinte-
grin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1
(ADAMTS1). Macrophage colony-stimulating factor 1 (CSF1)
protein, which has a key role in the recruitment and pro-tumoral acti-
vation of macrophages, was shown to be highly secreted by the con-
trol C6 glioma cells. Some pro-tumoral proteins were also found such
as anamorsin (CIAPIN1), ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
(USP7), and cartilage oligomeric matrix protein (COMP). Subnet-
work pathway analyses of cluster 1 confirmed pathways involved in
neoplasia and cell migration (Figure 3B). All of these proteins and
their corresponding pathways (Figure 3B) were less secreted in the
presence of the inhibitor at any concentration used. The second clus-
ter groups all proteins that are more secreted in the presence of the PC
inhibitor. Among these, we can find some proteins involved in viral
reproduction (interleukin enhancer-binding factor 3 [ILF3]) and im-
mune response (heat shock protein 90 alpha family class B member 1
[HSP90AB1], PRDX1). Proteins thioredoxin-like 1 (TXNL1), thiore-
doxin (TXN), and the peroxiredoxin family members (PRDX1,
PRDX2, and PRDX5) reflect an oxidative stress state of the cells
caused by the PC inhibitor. Pathways involving immune response
activation and oncogenesis decrease have been identified (Figure 3B).

In conclusion, the inhibitor impacts the C6 glioma cells by reducing
their tumorigenesis potential. These results are in line with our previ-
ous work showing that the tumorigenesis of ovarian and prostate can-
cers is inhibited by PACE4 silencing.44 The inhibitor may, therefore,
have an effect on several PCs involved in several cancer types.

The PC inhibitor Decreases the Invasion of 3DMixedGlioma and

Macrophage Spheroids

In order to godeeper into the characterization of the effects of the inhib-
itor on glioma growth, we tested it on 3Dmicro-tumors. First, we eval-
uated the distribution of the PC inhibitor in C6 glioma spheroids.
Glioma spheroids were treated with 100 mM inhibitor at different
time points (8–72 h). Consecutive sections of each spheroid were
analyzed to study the distribution of the inhibitor across the entire
spheroid. As shown in Figure 4, the PC inhibitor (mass-to-charge ratio
[m/z] of 750.5) was detected predominantly into the core region of the
spheroids after 16 h of treatment, while no drug signal was observed af-
ter 8 h of treatment and in the control, untreated sample. We could
observe a slight decrease in the signal at 48 h and a marked decrease
at 72 h. Then, we assessed the effects of the inhibitor on the growth
and invasion of the cancer cells in 3D. The spheroids were cultured
for 4 days in the presence or absence of 50, 100. or 150mMPC inhibitor.
Their growth and the invasion of the matrix by cells migrating out the
initial core weremonitored during these 4 days.18,45 Spheroids contain-
ing only C6 cells (Figure 5Ai) were compared to spheroids containing a
mix of C6 and NR8383 cells (Figure 5Aii) to assess the tumor-support-
ive effects of macrophages as reported in the literature.15,46 For C6
spheroids treated with PC inhibitor, blockage of spheroid growth and
invasion started after 2 days of treatment and increased progressively
across time (Figure 5Bi). This was observed for all concentrations of
PC inhibitor tested. However, this effect was not concentration-depen-
dent since the various concentrations applied gave the samemagnitude

of inhibition (Table S2). It reached a maximum of 18% on the second
day and a maximum of 54.2% on the fourth day. As depicted in Fig-
ure 5Bii, in the absence of PC inhibitor treatment, the presence of mac-
rophages did not prevent the spheroids from growing. Conversely, a
reduction of spheroid growth and invasion was again observed after
the addition of PC inhibitor. Similar to the C6 spheroid, it also started
after 2 days of treatment, it intensified in a time-course experiment, it
was identical for the various concentrations tested, and it was not con-
centration-dependent. However, in the presence of macrophages, the
magnitude of inhibition exerted by PC inhibitor was slightly less signif-
icant. It reached a maximum of 13.4% the second day and a maximum
of 43.8% the fourth day. These data suggest thatmacrophagesmay exert
a slight protective effect on C6 cells against PC inhibitor since the inva-
sion of cancer cells is a bit enhanced in the presence of macrophages.
However, the inhibitor still exerts its activity. Altogether, this revealed
that PC inhibitor is effective to block spheroid growth and invasion,
even in the presence of macrophages.

The PC Inhibitor Reactivates Macrophages in Mixed Spheroids

Aproteomic study was conducted onC6 andmixed C6/NR8383 spher-
oids in order todecipher themolecular impact of thePC inhibitor on the
C6 glioma cancer cells andmacrophages in a tumormicroenvironment
interaction. Spheroids were treated with 100 mM PC inhibitor for
different time points (8, 16, and 72 h). Shotgun proteomic analysis
yielded 1,299 protein identifications across all samples. 95 proteins
were exclusive to the untreated C6 spheroids and 132 to the untreated
mixed spheroids (Figure S5A). These proteins are implicated in
different biological processes of tumorigenesis such as positive regula-
tion of cell migration, as well as positive regulation of cell proliferation
and the mitotic cell cycle (Figure S5B). Additionally, syntenin-1 posi-
tively regulates TGF-b1-mediated SMAD2/3 activation.47 Fourteen
proteins were exclusively expressed by mixed spheroids after 72 h of
stimulation with PC inhibitor. Among these proteins, TRPV2 is impli-
cated in inflammatory processes and is essential to macrophage
functions.48 Adam17 (a substrate of PC1/3) has been described as
responsible for cleavage of IL-6R, TNFa, and pro-inflammatory
factors.49 In addition,Gpnmb has been found inmacrophages upon in-
duction by IFN-g or lipopolysaccharide (LPS) and was described as a
regulator of the pro-inflammatory response.50 We then created two
heatmaps (Figures 6A and 6B). Figure 6A represents the heatmap of
the 146 proteins that showed a significant difference in LFQ expression
between untreated C6 spheroids and C6 spheroids after 72 h of PC in-
hibitor. Figure 6B represents the heatmap with 187 proteins statistically
significant between PC inhibitor-treated mixed spheroids and control
mixed spheroids. A difference of protein expression is only observed af-
ter 72 h of PC inhibitor treatment for both types of spheroid. Two clus-
ters can be highlighted for both heatmaps. 59 proteins for C6 spheroids
(cluster 1, Figure 6A; Data S4) were found in the tumor microenviron-
ment and involved in cell migration and invasion, similar to LAP3, up-
regulated in glioma or Nampt, known to be involved in M2 orientation
and Eef1g, which has been described with a pro-tumorigenic role in
brain tumor but also in liver, kidney, and prostate.51–53 In a same
way, 91 proteins for C6/macrophage spheroids were found to be down-
regulated in cluster 1 at 72h (Figure 6B;Data S5).Among these proteins,
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nestin expression is related to poor prognosis in high-grade gliomas,
andACLY (ATP citrate lyase) has been described as a positive regulator
of glycolysis in glioblastomas.54,55 Likewise, knocking down nucleolin
expression in glioma decreased tumor growth and triggered cell cycle
arrest.56 Proteins involved in the inflammatory response and macro-
phage orientation were also found in this cluster. ROCK2 inhibition
seems to decreases M2-like macrophage orientation, and PDLIM1
acts as an inhibitor of NF-kB-mediated inflammation.57,58 Some pro-
teins were found in cluster 1 for both C6 spheroids and mixed C6/
macrophage spheroids. Plod1 and Plod2 modulate collagen cross-link-
ing and maturation and thereby contribute to cancer progression.59

Lrrfip1, an inhibitor of NF-kB signaling, has been described as a poten-
tial target gene for anti-glioma therapy.60 All of these proteins involved
in cancer progression and in the maintenance of tumor microenviron-
ment were under-expressed after 72 h of PC inhibitor treatment (Fig-
ure 6C). Alternatively, 87 proteins were found upregulated in cluster
2 for C6 spheroids (Figure 6A). Among these proteins, tenascin-R has

been found in low-grade gliomawithnon-invasive behavior. A decrease
in tenascin-R expression is correlated with increasing malignancy. In
fact, grade IV glioblastoma has a low level of tenascin-R expression.61

Smad3, described before in proteomic analysis of C6 cells, was also
found. In contrast, granulins have been described as an amplifier of
acute inflammation and they stimulate the production of neutrophil-at-
tracting chemokines.62 Also, flotillin-1 could have a role in
CXCR4-mediated T cell migration, adhesion, and signaling.63 For
mixed C6/macrophage spheroids, 92 proteins were found in cluster 2
(Figure 6B). Some markers of activated macrophages and pro-inflam-
matory response were identified like calectin-3 or Icam1 described as
a suppressor of M2 macrophages orientation. Ccdc22, an activator of
NF-kB signaling, was also found.64,65 Eps8 protein, involved in phago-
cytosis by increasing TLR4-Myd88 interaction and Sdha protein, essen-
tial for pro-inflammatory polarization of macrophages, were
both found in cluster 2 for C6 spheroids and mixed C6/macrophage
spheroids,66,67 as well as annexin A1, essential in the innate immune

Figure 4. PC Inhibitor Was Found at the Core of Mixed C6/NR8383 Spheroids at 16 h of Stimulation until 72 h

Mixed C6/NR8383 spheroids were treated with 100 mM PC inhibitor or with DMSO (control) for different times. Then, they were fixed, frozen, and entirely cut. Lipid images

were acquired using a RapiFlex II MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) instrument at 10-mm lateral resolution and spectra were exported in

SCiLS Lab version 2015b software. PC inhibitor is represented by an m/z of 750.522. Each row represents the different stimulation time. Each column represents a different

slice of the spheroid, from the beginning on the left to the end on the right.
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response and inflammatory process and Lta4h, involved in the pro-in-
flammatory response. All of these immune and inflammatory-related
proteins were overexpressed after 72 h of stimulation with PC inhibitor
(Figures 6A and 6B). In conclusion, the mixed spheroids treated with
the inhibitor are progressing toward a pro-inflammatory response.

Taken together, based on these proteomics data, signaling pathways
related to cancer are modulated under PC inhibition. Moreover,
markers of the pro-inflammatory phenotype were also identified in
the mixed spheroids condition after inhibitor treatment and can sug-
gest the activation of macrophages.

In the same line, cross-analyses were performed between the identi-
fied proteins in C6/macrophages at 72 h after treatment and the
104 key genes that were shared between human glioblastoma multi-
forme (GBM) and lower-grade glioma (LGG), with significant

correlation with patients’ survival. This selected list was based on
next-generation sequencing data obtained from The Cancer Genome
Atlas for gene expression analysis.68 Four proteins have been identi-
fied in common (cathepsin B [CTSB], cathepsin Z [CTSZ], myosin 1C
[MYO1C], and polymerase I transcript releasing factor [PTRF]) (Fig-
ure 7). CTSZ is identified from the list of 10 genes (CTSZ, EFEMP2,
ITGA5, KDELR2, MDK, MICALL2, MAP2K3, PLAUR, SERPINE1,
and SOCS3) that can potentially serve as indicators to estimate the
prognosis of patients with gliomas.68 This gene has been shown to
be a good patient survival indicator between GBM and LGG.

The PC inhibitor Is More Effective Than TMZ in Reducing the

Density of Glioma Cells and Inhibiting C6 Spheroid Growth and

Invasion

TMZ is one of the main drugs used to treat high-grade gliomas.69

Therefore, in the context of therapy, we wanted to compare the

Figure 5. PC Inhibitor Decreases C6 and Mixed C6/NR8383 Spheroids Invasion

C6 (i) and mixed C6/NR8383 (ii) spheroids were incubated with different concentrations of PC inhibitor (50, 100, 150 mM) or with vehicle (DMSO). Images of spheroids in the

collagen matrix were taken every 24 h for 4 days. (A) Representative images of the invasion of C6 (i) spheroids and mixed C6/NR8383 (ii) spheroids in the collagen matrix

incubated with DMSO or 150 mMPC inhibitor at day 0 and day 4. All images were acquired with an inverted light microscope at�5 original magnification. Scale bars, 500 mm.

(B) Graphic representation showing the percentage of spheroids invasion with different concentrations of PC inhibitor (0, 50, 100, or 150 mM). Spheroids invasion areas were

acquiredwith in-house software. They are normalized for each day to the relative size of day 0 and transformed into the percentage of invasion. All results are representative of

three independent experiments. Significant differences were identified using a Tukey’s multiple comparisons test. **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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potency of TMZ and PC inhibitor to decrease C6 rat glioma cell den-
sity after 4 days of treatment (Figure 8). To determine their respective
50% inhibitory concentrations (IC50s) in vitro, we performed dose-
response studies. TMZ and PC inhibitor were dissolved in DMSO.
Therefore, for each concentration tested, the same percentage of
DMSO was added in control conditions. An inhibitory effect of this
compound on C6 rat glioma cell density was only observed for the
600 mM condition. It reduced glioma cell density by 11.5%. This value
was subtracted from the values obtained after the treatment of C6 cells
with 600 mM TMZ or PC inhibitor (Figure 8). Therefore, only the
direct effects exerted by each drug are represented in the graph. These
data revealed that TMZ treatment significantly decreased C6 cell den-
sity at every concentration tested. The treatment with 100, 200, 400,
and 600 mM TMZ induced a diminution of 13.4%, 16.1%, 25.2%,
and 27%, respectively (Figure 8). Of note, the IC50 was not attained
even after a challenge with a higher concentration, such as 600 mM.
The PC inhibitor also significantly reduced C6 cell density at each
concentration used. The treatment with 100, 200, 400, and 600 mM
PC inhibitor led to a decrease of 30.8%, 25.8%, 47.5%, and 50.2%,

Figure 6. PC Inhibitor Triggers Molecular Changes

in Protein Profiles of C6 Spheroid and Mixed C6/

NR8383 Spheroids

(A and B) C6 spheroids (A) and mixed C6/NR8383

spheroids (B) were treated with 100 mM PC inhibitor or

with DMSO (control) and lysed before FASP and LC-MS/

MS analysis. MaxQuant and Perseus software were used

for the statistical analysis, and heatmaps were generated

to show proteins that were significantly different between

treated and untreated spheroids. Different clusters are

highlighted. Biological process for clusters of spheroids

C6 and C6/NR8383. The analysis was performed with

FunRich.

respectively (Figure 8), of tumor growth. In
comparison with TMZ, the magnitude of
decrease of C6 cell density induced by the PC
inhibitor was higher for all of the concentra-
tions tested. Moreover, the IC50 was reached af-
ter a challenge with 600 mM PC inhibitor. This
demonstrated that a lower concentration of PC
inhibitor was needed to diminish the density of
glioma cells compared to TMZ.

Next, we wanted to compare the effect of TMZ
and PC inhibitor on spheroid growth and inva-
sion after 4 days of treatment (Table 1). This
experiment was conducted on spheroids
containing only C6 cells and on spheroids con-
taining a mix of C6 and NR8383 cells. For the
PC inhibitor, we used a concentration of
100 mM since it was efficient to decrease C6
cell density and inhibit spheroid growth and in-
vasion (Figures 2 and 6) without any effect of
the DMSO on macrophage survival (Figure 1).

The concentration chosen for TMZ was 600 mM since it induced
the more important decrease in C6 cell density (Figure 6A). PC inhib-
itor treatment led to a stronger diminution of C6 spheroid growth and
invasion than with TMZ. Indeed, they were reduced by 52.34% with
PC inhibitor challenge whereas they were decreased by 25.63% after
TMZ treatment. On C6/NR8383 spheroids, the protective effect of
macrophages to C6 cells against PC inhibitor was again observed
since growth and invasion were only reduced by 38.38%. Conversely,
the presence of macrophages did not drop the effect of TMZ since a
diminution of 26.16% was found. However, at this concentration, we
cannot exclude that DMSO impacted the physiology of macrophages.
Altogether, this showed that PC inhibitor inhibited spheroid growth
and invasion more efficiently than did TMZ.

DISCUSSION
In the present study, we have demonstrated that the PC inhibitor acts
on macrophage activation, as demonstrated by the proteomic study,
without affecting their viability. Some pro-inflammatory phenotype
markers were found to be secreted by macrophages after PC inhibitor
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treatment, such as CCL6 and PRDX5, suggesting that the inhibitor was
also able to induce the activation of macrophages as previously
described for the NR8383 PC1/3 KD macrophages.19 Moreover,
some of the factors secreted by the PC inhibitor-treated macrophages
have anti-tumoral effects. For example, FKBP1A, known to have anti-
tumor properties, has been detected.35 The inhibitor seems to orient
macrophages toward an anti-tumoral phenotype. Interestingly, the
combination of the PC inhibitor and the factors secreted by PC inhib-
itor-treated macrophages seems to have a cumulative effect by inhibit-
ingC6 glioma cell viability. In addition to influencingmacrophages, the
inhibitor presents a strong anti-proliferative activity toward the C6 gli-
oma cells directly. It decreases their viability already at 50 mM. The C6
cells are deeply affected by the inhibitor since their intracellular and
secreted protein profiles are completely different. In fact, proteins
related to cell growth and viability are downregulated. Some anti-tu-
moral factors are produced by the glioma cells in the presence of PC in-
hibitors such as latexin, or angiogenesis inhibitors such as UNC95B.
Additionally, factors known to be involved in tumor cell migration, tu-
mor growth, and metastasis, such as CTGF, CSPG4, and ADAMTS1,
are under-expressed in C6 glioma cells such as some pro-tumoral fac-
tors, including CIAPIN1, USP7, and COMP. Proteins involved in im-
mune cell recruitment and activation and extracellular matrix remod-
eling are also less secreted in the presence of the inhibitor. In fact, CSF1
protein is produced by tumor cells and released in the tumor microen-
vironment where its main role is the recruitment of macrophages and
the promotion of their pro-tumoral phenotype.15 The production of
this protein is inhibited in C6 glioma cells under PC inhibitor treat-
ment. Therefore, the inhibitor may modulate the glioma cell microen-
vironment by regulating the secretion profile of tumor cells. These re-
sults suggest that the inhibitor may act both on cancer cells and
macrophages in an anti-cancer therapeutic strategy.

Furthermore, a time course proteomic study was realized on C6 and
mixed C6/NR8383 spheroids treated or not with the PC inhibitor.

This study allowed us to decipher the molecular impact of the PC
inhibitor on C6 glioma cancer cells and macrophages in a tumor
microenvironment interaction. In this context, the cross-analyses be-
tween all proteomic studies revealed a clear differentiation between
C6/macrophages treated with the PC inhibitor at 72 h from the other
conditions (Figure 6). FunRich analyses have confirmed the presence
of specific proteins involved in immune response reactivation such as
Th1 cell activation, phagocytosis, and T cell activation via major his-
tocompatibility complex (MHC) presentation. In the same way,
compared to C6 alone, C6/macrophage spheroids present a decrease
in cell adhesion, response to hypoxia, and no regulation to TGF-b3
production, confirming the reactivation of the immune cells in the tu-
mor microenvironment. CTSZ and PLAUR were also identified in the
mixed spheroids and can potentially serve as indicators to estimate the
prognosis of patients with gliomas.68 These two genes have been
shown to be good patient survival indicators between GBM and LGG.

Collectively, in this work, we have established that the PC inhibitor
exerts a dual activity at the same time by its anti-tumoral effect on gli-
oma cells and its ability to switch macrophages to an anti-tumoral
phenotype. In this way, we can imagine controlling at a distance
macrophage reactivation by using a combination of the PC inhibitor
and TLR agonists as previously demonstrated.17,18,20

MATERIALS AND METHODS
Experimental Design and Statistical Rationale

Shotgun proteomics experiments were conducted in biological tripli-
cates (n = 3). Spheroid studies were conducted in biological triplicates
(n = 3), as were all biological assays. For the proteomics statistical
analysis, extracted proteins or secreted media proteins presenting as
significant by the ANOVA test analysis were used (p < 0.05). Normal-
ization was achieved using a Z score with matrix access by rows. For
cell density and invasion tests, results obtained were depicted through
a boxplot figure. Significant differences were identified using a

Figure 7. PC Inhibitor Increases the Expression of

Biomarkers Related to Glioma Survival in Mixed C6/

NR8383 Spheroids

Mixed C6/NR8383 spheroids were treated with 100 mM

PC inhibitor for different times (8, 16, and 72 h) or

with DMSO (control) and lysed before FASP and LC-MS/

MS analysis. MaxQuant and Perseus software were

used for the statistical analysis. Graphs represent

LFQ intensities showing expression of cathepsin B

(CTSB), polymerase I and transcript release factor

(PRTF), unconventional myosin-Ic (MYO1C), and

cathepsin Z (CTSZ) between mixed C6/NR8383 spheroids

treated or not with PC inhibitor are shown. The genes are

involved in GBM and LGG patients’ survival. All of these

proteins are overexpressed after 72 h of treatment with PC

inhibitor.
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Tukey’s multiple comparisons test (*p % 0.05, **p % 0.01,
***p % 0.001, ****p % 0.0001).

Chemicals and Reagents

Water (H2O), formic acid, acetonitrile (ACN), and trifluoroacetic
acid (TFA) were obtained from Biosolve (Dieuze, France). 2,5-dihy-
droxybenzoic acid (DHB), a ProteoMass MALDI (matrix-assisted
laser desorption/ionization) calibration kit, DL-dithiothreitol (DTT),
thiourea, TMZ, PC inhibitor (ref. 537076), and iodoacetamide were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
Lys-C/trypsin was purchased from Promega (Charbonnieres,
France). Polylysine-coated slides, Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), Ham’s F12K medium, heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS), trypsin, phosphate-buffered saline (PBS), and
penicillin and streptomycin were purchased from Thermo Scientific
(Braunschweig, Germany). NR8383 is a rat alveolar macrophage
cell line (CRL-2192) obtained from the ATCC (USA). The rat C6 gli-
oma cell line was kindly provided by Dr. Bernd Kaina (Institute of
Toxicology, University Medical Center, Mainz, Germany).

Cell Culture

Rat alveolar wild-type NR8383 macrophages19 were cultured in
Ham’s F12K medium supplemented with 15% FBS and 1% peni-
cillin/streptomycin (100 U/mL). Human THP1 macrophages were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 1%
L-glutamine (2 mM), and 1% penicillin/streptomycin (100 U/mL).
Rat glioma C6 cells were cultured in DMEM and supplemented
with 10% FBS, 1% L-glutamine (2 mM), and 1% penicillin/strepto-

mycin (100 U/mL). All cell lines were cultured at 37�C in a humidified
atmosphere (5% CO2).

RNA Extraction and PCR

The RNA of NR8383macrophages and C6 glioma cells were extracted
with TRIzol reagent. 1 mg of RNA was reverse transcribed and reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) was carried out to
determine the expression of PCs. The primers used were as follows:
(1) actin, forward 50-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-30,
reverse 50-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-30, (2) PC1/3,
forward 50-TTGGCTGAAAGGGAAAGG-30, reverse 50-ATCTTT
GATGATTGCTTTG-30, (3) furin, forward 50-CTATGGCTACG
GGCTGTTGG-30, reverse 50-CCTCGCTGGTATTTTCAATCTC
-30, (4) PACE4, forward 50-TATGGATTTGGCTTGGTGGATG-30,
reverse 50-GGCTCCATTCTTTCAACTTTCC-30, (5) PC4, forward
50-CTTGTGGCCATCAGACCCTTG-30, reverse 50-GAACAGGCA
GTGTAGTCGCTG-30, and (6) PC5/6, forward 50-AGTGCGCTC
CATCTACAAAGC-30, reverse 50-GTCAGTGCAGTGATCCGGT
C-30.

Cell Supernatant Collection and Total Protein Extraction

NR8383 and C6 cells were plated on sterile 24-well plates and cultured
until they reached confluence. THP1 was plated on sterile six-well
plates and differentiated with 10 ng/mL phorbol 12-myristate 13-ac-
etate (PMA) for 24 h. For stimulation, cells were starved overnight in
Ham’s F12K medium, DMEM, or RMPI 1640 medium supplemented
with 2% FBS. Cells were then stimulated in a serum-free mediumwith
different concentrations of PC inhibitor (50, 100, or 150 mM) with or
without DMSO. At 24 h, cell supernatants were centrifuged at 500� g
and passed through a 0.22-mm filter to remove cells and debris. Four
hundred microliters of the cell supernatant was collected for each
condition. Cells were washed three times with ice-cold PBS and
then lysed with radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer for to-
tal protein extraction (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM EGTA,
2 mMEDTA, 100 mMNaF, 10 mM sodium pyrophosphate, 1%Non-
idet P-40 (NP-40), 1 mM PMSF, and 1� protease inhibitors). After
three 30-s sonications, cell debris was removed by centrifugation
(16,000 � g, 10 min, 4�C), supernatants were collected, and protein

Figure 8. A Lower Concentration of PC Inhibitor Is Needed to Decrease C6

Cell Density Compared to Temozolomide

The cell density of C6 rat glioma cells was determined by an MTS assay after 4 days

of stimulation with different concentrations of PC inhibitor or temozolomide (TMZ)

(100, 200, 400, and 600 mM). All results are representative of three independent

experiments. Significant differences were identified using Tukey’s multiple com-

parisons test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. ns, not significant.

The cell density of NR8383 cells was determined by an MTS assay for 48, 72, and

96 h with 300 mM PC inhibitor and 600 mM TMZ.

Table 1. PC Inhibitor Is More Efficient than Temozolomide (TMZ) on the

Spheroid Invasion Decrease

Mean of the Percentage of Invasion after 4
Days of Stimulation

100 mM PC Inhibitor 600 mM TMZ

C6 spheroids
47.66% ± 16.41% 74.37% ± 9.06%

p < 0.0001 p = 0.0037

Mixed C6/macrophages spheroids
61.62% ± 6.41% 73.84% ± 5.49%

p < 0.0001 p < 0.0001

C6 and mixed C6/NR8383 spheroids were incubated with 100 mM PC inhibitor or with
600 mMTMZ. All images were acquired with an inverted light microscope at�5 original
magnification. The percentages of spheroids invasion are shown. All results are repre-
sentative of three independent experiments. Significant differences were identified using
a Tukey’s multiple comparisons test. PC, proprotein convertase; TMZ, temozolomide.
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concentrations were measured using a Bio-Rad protein assay kit, ac-
cording to the manufacturer’s instructions.

Filter-Aided Sample Preparation

The samples were processed using a shotgun bottom-up proteomic
approach. Total protein extract (0.04 mg) was used for filter-aided
sample preparation (FASP) digestion as described previously.70–72

We performed FASP using Microcon YM-10 devices (Millipore)
before adding Lys-C trypsin (Promega) for protein digestion
(40 mg/mL in 0.05 M Tris-HCl). An equivalent volume of reduction
solution (0.1 M DTT) was added to each sample followed by an incu-
bation step at 95�C for 15 min. Then the samples were processed
following the FASP protocol using a filter with a nominal molecular
mass limit of 10,000 Da (Amicon Ultra-0.5 10K, Millipore). Briefly,
each sample was mixed with 200 mL of denaturant buffer (8 M
urea, 0.1 M Tris/HCl [pH 8.5]) and transferred to FASP filters. The
samples were centrifuged at 14,000 � g, 20�C, for 15 min. For the
alkylation step, 100 mL of 0.05 M iodoacetamide in denaturant buffer
was added to each sample, followed by incubation in the dark for
20 min at room temperature. Samples were washed twice with
100 mL of denaturant buffer followed by two washes with 100 mL of
0.05 M ammonium bicarbonate (AB) buffer. After each washing
step, centrifugation was performed at 14,000 � g, 20�C, for 15 min.
The proteins were digested by adding 40 mL of trypsin at 40 mg/mL
in AB buffer and then incubated at 37�C overnight. The peptides
were eluted by adding 50 mL of saline solution (0.5 M NaCl) and
centrifuged at 14,000 � g, 20�C, for 15 min. The digestion was
stopped by adding 10 mL of 5% TFA. The samples were desalted using
ZipTip C-18 (Millipore) and eluted with a solution of ACN/0.1% TFA
(7:3, v/v). The samples were dried with a SpeedVac and resuspended
in 20 mL of ACN/0.1% formic acid (0.2:9.8, v/v) just before processing
using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS). Experiments were done in biological triplicates (n = 3).

Proteomics Analysis of Cell Supernatants

Supernatant volumes obtained from the NR8383 and THP1 macro-
phages and C6 cells treated with PC inhibitor or DMSO were reduced
to 100 mL in a SpeedVac. Cell supernatants were denatured with 2 M
urea in 10 mMHEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N0-2-ethanesul-
fonic acid) (pH 8.0) by sonication on ice. The proteins were reduced
with 10 mM DTT for 40 min at 56�C followed by alkylation with
55 mM iodoacetamide for 40 min in the dark. The iodoacetamide
was quenched with 100 mM thiourea. The proteins were digested
with 1 mg Lys-C/trypsin mixture (Promega) overnight at 37�C. The
digestion was stopped with 0.5% TFA. The samples were desalted us-
ing ZipTip C-18 (Millipore) and eluted with a solution of ACN/0.1%
TFA (7:3, v/v). The samples were dried with SpeedVac and resus-
pended in 20 mL of ACN/0.1% formic acid (0.2:9.8, v/v) just before
processing using LC-MS/MS. Experiments were done in biological
triplicates (n = 3).

LC-MS/MS Analysis

Mass spectrometry proteomics analysis of digested proteins was per-
formed using a nanoAcquity UPLC (ultra-performance LC) system

(Waters) coupled with the Q Exactive Orbitrap mass spectrometer
(Thermo Scientific) via a nanoelectrospray source. The samples
were separated by means of online reversed-phase LC chromatog-
raphy, using a preconcentration column (nanoAcquity Symmetry
C18, 5 mm, 180 mm � 20 mm) and an analytical column (nano-
Acquity BEH C18, 1.7 mm, 75 mm � 250 mm). The peptides were
separated by applying a linear gradient of ACN in 0.1% formic acid
(5%–35%) for 2 h, at a flow rate of 300 nL/min. The Q-Exactive in-
strument was operated in a data-dependent mode defined to analyze
the 10 most intense ions of MS analysis (top 10). The MS analysis was
performed with an m/z mass range between 300 and 1,600, a resolu-
tion of 70,000 full width at half maximum (FWHM), an automatic
gain control (AGC) of 3e6 ions, and a maximum injection time of
120 ms. The MS/MS analysis was performed with an m/z mass range
between 200 and 2,000, an AGC of 5e4 ions, a maximum injection
time of 60 ms, and a resolution set at 17,500 FWHM.

Protein ID and Data Analysis

Proteins were identified by comparing all MS/MS data with the pro-
teome database of the complete reviewed proteome of Rattus norve-
gicus (UniProt: R2018_07, release July 2018, 8,054 entries), using
MaxQuant software version 1.6.1.0.73,74 Lys-C trypsin specificity
was used for the digestion mode with two missed cleavages. The car-
bamidomethylation of cysteines was set as a fixed modification.
N-terminal acetylation and methionine oxidation were selected as
the variable modifications. For MS spectra, an initial mass tolerance
of 6 ppm was selected, and the MS/MS tolerance was set to 20 ppm
for higher energy collisional dissociation (HCD) data.75 For identifi-
cation, the false discovery rate (FDR) at the peptide spectrummatches
(PSMs) and protein level was set to 0.01. Relative, label-free quantifi-
cation of proteins was performed using the MaxLFQ algorithm inte-
grated into MaxQuant with the default parameters.76 Analysis of the
proteins identified was performed using Perseus software (version
1.6.2.1, http://www.perseus-framework.org/).77 The file containing
the information from identification was used with hits to the reverse
database, and proteins identified withmodified peptides and potential
contaminants were removed. Then, the LFQ intensity was logarith-
mized (log2[x]). Categorical annotation of rows was used to define
different groups depending on the concentration of the PC inhibitor
used (0, 50, 100, or 150 mM). Multiple-sample tests were performed
using an ANOVA test with a p value of 0.05 and preserved grouping
in randomization. The results were normalized by Z score and repre-
sented as hierarchical clustering. Functional annotation and charac-
terization of identified proteins were obtained using PANTHER soft-
ware (version 14.0, http://www.pantherdb.org) and STRING (version
10.5, http://string-db.org).

Sub-network Enrichment Pathway Analysis

Using Elsevier’s Pathway Studio (version 11.0), all relationships be-
tween the differentially expressed proteins among all conditions
were depicted based on the Ariadne ResNet.78 For proteins identified
in the shotgun analysis after stimulation of cell lines with the PC in-
hibitor, the subnetwork enrichment analysis (SNEA) algorithm was
used to detect the statistically significant altered biological pathways
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in which the identified proteins are involved. This algorithm uses a
Fisher’s statistical test to detect any non-random associations between
two categorical variables organized by a specific relationship. Also,
this algorithm starts by creating a central “seed” from all of the rele-
vant identities in the database and builds connections with associated
entities based on their relationship with the seed. SNEA compares the
sub-network distribution to the background distribution using a one-
sided Mann-Whitney U test and calculates a p value, thereby repre-
senting statistical significance between different distributions. In all
analyses that we performed, the GenBank ID was used to form exper-
imental groups based on the different conditions present for analysis.
The pathway networks were reconstructed based on biological pro-
cesses and molecular functions for every single protein, along with
its associated targets.

Data and Software Availability

Cancer cell and macrophage proteomics data, including MaxQuant
files and annotated MS/MS, have been deposited to the ProteomeX-
change Consortium via the PRIDE partner repository with the dataset
identifier PXD014679 (user name, reviewer94484@ebi.ac.uk; pass-
word, gb85XYvq).

Biological Assays

Generation of NR8383 Supernatants

NR8383 macrophages were treated with or without 100 mMPC inhib-
itor in complete Ham’s F12K medium for 24 h. At 24 h, cell superna-
tants were centrifuged at 200� g and passed through a 0.22-mm filter
to remove cells and debris. Supernatants were then used for C6
stimulation.

Cell Density Measured by MTS Assay

C6 or NR8383 cells were seeded into 96-well plates at 30% confluence
with different concentrations of the PC inhibitor (0, 0.5, 1, 10, 50, 100,
150, 200, and 400 mM) or with different concentrations of TMZ (0,
100, 200, 400, and 600 mM) or with an equal volume of DMSO.
Also, C6 glioma cells were seeded into 96-well plates at 30% conflu-
ence with NR8383 supernatants obtained after 24 h of PC inhibitor
or DMSO stimulation. These supernatants were supplemented or
not with 100 mM PC inhibitor. The assay was observed at 24, 48,
72, or 96 h. CellTiter 96 AQueous One Solution cell proliferation re-
agent (Promega, Madison,WI, USA) was added to the wells and incu-
bated at 37�C for 1 h protected from light. The absorbance was re-
corded at 490 nm using a 96-well plate reader. Absorbance values
were normalized for each day to the absorbance values measured at
day 0 and expressed in percentage of viability. Experiments were per-
formed in biological triplicates (n = 3).

Spheroid Generation and Embedding in a Collagen Matrix

C6 rat glioma cells associated with or without NR8383 cells were re-
suspended in complete Ham’s F12K medium supplemented with 5%
of a collagen mixture at the final concentration of 8,000 cells of each
cell line in 20 ml. The collagen mixture was prepared by mixing 2 mL
of PureCol bovine collagen type I solution (3 mg/mL; Advanced Bio-
Matrix) with 250 mL of 10� minimal essential medium (MEM)

(Sigma- Aldrich) and 500 mL of 0.1 M sodium hydroxide. Cells
were cultivated using the hanging drop technique on the lid of a Petri
dish with PBS during 72 h at 37�C in a humidified atmosphere (5%
CO2). The newly formed C6 spheroids and mixed C6/NR8383 spher-
oids were then implanted in the center of each well of a 24-well plate
coated with a collagen mixture described before (one spheroid per
well in 400 mL of collagen mixture per well). After cell spheroid
embedding, the plate was incubated for 30 min at standard culture
conditions to solidify the collagen. After that, 400 mL of complete
Ham’s F12K medium with different concentrations of the PC inhib-
itor (50, 100, and 150 mM) was overlaid on the collagen matrix in each
well. The complete system was incubated for a total of 4 days. Exper-
iments were performed in biological triplicates (n = 3).

Quantification of Spheroid Size and Invaded Area

After the spheroids were embedded, cell invasion of the spheroid was
monitored by digital photography using a Leica DM IL LED Fluo in-
verted light microscope (Leica DFC450C camera) at room tempera-
ture, with the Leica Application Suite (LAS, version 4.4). Images
were acquired every day (day 0 represents time of embedding in
collagen; images were taken immediately after embedding) using a
4�/0.10 objective. Image processing and quantification of spheroids
and invasion areas were performed using in-house software. This
in-house software takes into account cell density and not the limits
of cell migration in the collagen matrix, which is observed indepen-
dently. The implemented algorithm uses local fluctuations of the
image intensity for automated estimation of the invasion magnitude.
It is robust enough to handle micrographs of different generation
methods and various qualities without the concept of an invasive
front of the spheroids.18,45 Data on areas are normalized for each
day to the relative size of day 0 and transformed into the percentage
of invasion.

MALDI Mass Spectrometry Imaging (MSI) and LC-MS/MS

Analysis of Spheroids

Mixed C6/NR8383 spheroids were generated as described before.
Spheroids were treated with 100 mM PC inhibitor for 8, 16, 24, 48,
and 72 h. After stimulation, they were rinsed with PBS before fixation
with 4% paraformaldehyde during 1 h at 4�C and then washed three
times in PBS. They were implanted in 175 mg/mL gelatin and frozen
at �20�C and �80�C. The entire spheroids were cut into 8-mm
sections using a cryostat (Leica Microsystems, Nanterre, France). Sec-
tions, obtained after every 40 mm (approximately), were subjected to
MSI. These were mounted by finger-thawing on indium tin oxide
(ITO)-coated slides. DHB was used as a matrix and was prepared
at a concentration of 20 mg/mL in 70:30 methanol/0.1% TFA in
H2O. Eight layers of the matrix were deposited using HTX TM-
Sprayer (HTX Technologies, Chapel Hill, NC, USA) programmed
to spray at a flow rate of 0.125 mL/min. Lipid imaging was performed
on a rapifleXMALDI Tissue typer instrument (Bruker Daltonics, Bre-
men, Germany). The instrument was equipped with a smartbeam 3D
laser and was controlled using FlexControl version 4.0 software
(Bruker Daltonics). The datasets were recorded in positive reflector
mode, and 300 laser shots were accumulated for each raster point
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at a laser frequency of 10 kHz. Spectra were acquired at a lateral res-
olution of 10 mm. External calibration was performed using the Pep-
Mix standard (Bruker Daltonics). Spectra were acquired between an
m/z of 500 and 1,300. For reconstruction of images, the SCiLS Lab
software version 2015b (SCiLS, Bremen, Germany) was used.79,80

The data were normalized based on the total ion count (TIC)
method.81 For proteomic analysis, C6 and mixed C6/NR8383 spher-
oids were stimulated with 100 mM PC inhibitor for 8, 16, and 72 h.
After stimulation, they were washed three times in PBS. Then, total
protein extraction and FASP digestion were performed as described
above before the LC-MS/MS analysis.
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Conclusions et perspectives  

 Le profil d’expression des PCs au sein des deux lignées cellulaires confirme ce qui est 

décrit dans la littérature. Les macrophages expriment PC1/3 (Gagnon et al., 2013) et la furine 

(Cordova et al., 2016), pour lesquelles un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire 

est décrit. Les cellules de gliomes, quant à elles, expriment PACE4 et la furine. L’implication de 

ces deux enzymes dans le développement tumoral a déjà été décrite dans le cancer de l’ovaire 

(Longuespée et al., 2014) et de la prostate (D’Anjou et al., 2011) pour PACE4 et dans les 

tumeurs du cou pour la furine (Bassi et al., 2001).  

Ainsi, comme cela était attendu, l’inhibition de PC1/3 et de la furine induit une 

orientation des macrophages vers un profil pro-inflammatoire. Par ailleurs quelques 

similarités sont retrouvées entre les sécrétomes des macrophages WT traités avec l’inhibiteur 

de PCs et celui des macrophages PC1/3 KD. Par exemple, une sécrétion plus importante de 

CCL6 et de la ribonucléoprotéine nucléaire hétérogène D (HNRNPD), impliquée dans la 

signalisation des cytokines, est observée dans les deux conditions. Des différences sont 

également rencontrées entre les deux types de macrophages. Par exemple, la sécrétion de 

MIF, protéine clé dans le recrutement et l’orientation pro-tumorale des macrophages au sein 

de la tumeur, est réduite pour les macrophages WT traités à l’inhibiteur de PCs mais 

augmentée pour les macrophages PC1/3 KD. En plus de l’orientation pro-inflammatoire des 

macrophages, l’inhibiteur de PCs réduit la sécrétion et l’expression de facteurs pro-tumoraux 

impliqués dans le développement tumoral et ce, même au sein de sphéroïdes mixtes, modèle 

qui se rapproche de l’environnement tumoral. 

Ce constat confirme la possibilité d’utiliser l’inhibiteur de PCs dans une stratégie de 

reprogrammation des macrophages au sein des gliomes. Cependant, les analyses réalisées par 

spectrométrie de masse sont des analyses globales et ne donnent pas accès au profil 

protéique complet des macrophages. Afin de préciser et de confirmer le phénotype des 

macrophages stimulés à l’inhibiteur de PCs, il serait intéressant de réaliser des analyses plus 

ciblées. Des puces à cytokines nous permettraient d’identifier plus précisément les cytokines 

sécrétées par les macrophages ainsi que leur quantité selon les conditions. Le profil des 

macrophages pourra être analysé par FACS en ciblant plusieurs marqueurs associés au 

phénotype anti-tumoral et pro-inflammatoire tels que iNOS, TNF-α ou encore le CMH II, ainsi 

que des marqueurs du phénotype pro-tumoral et anti-inflammatoire tels que l’IL-10, TGF-β et 



108 
 

l’Arginase 1. De plus, les activités immunologiques des macrophages telles que la phagocytose 

et le recrutement d’autres cellules immunitaires devront être étudiées. Plusieurs méthodes 

permettent d'évaluer l'activité phagocytaire des macrophages. La plus utilisée repose sur la 

mesure de l’assimilation de particules fluorescentes par microscopie. Quant au 

chimiotactisme, des chambres de Boyden permettent d’étudier le passage des cellules cibles 

à travers une membrane selon les facteurs présents de chaque côté. L’ensemble de ces 

expériences supplémentaires pourrait confirmer l’orientation des macrophages vers un 

phénotype M1, capable d’activer une réponse immunitaire. Il serait également judicieux de 

réaliser ces tests en co-culture avec les cellules de gliome et ainsi vérifier l’efficacité de la 

stratégie thérapeutique au sein d’un environnement immunosuppresseur.  

Nous avons également pu mettre en évidence l’activité anti-tumorale de l’inhibiteur 

de PCs sur les cellules cancéreuses et ce, même en présence de macrophages, au sein des 

sphéroïdes. L’utilisation de l’inhibiteur de PCs dans une stratégie thérapeutique contre les 

GBMs semble donc très engageante. De plus, l’effet de l’inhibiteur de PCs est retrouvé sur la 

lignée cellulaire de macrophages humains THP1 qui semble être orientée vers un profil pro-

inflammatoire suite à une stimulation avec l’inhibiteur. De plus, l’effet anti-tumoral de 

l’inhibiteur de PCs a également été observé contre d’autres lignées cellulaires notamment les 

NCH82, lignée de gliome humain et les MCF-7 lignée humaine de cancer du sein (Figure 22). 

Bien que des concentrations plus importantes soient nécessaires pour diminuer la densité 

cellulaire de ces lignées, l’inhibiteur de PCs semble être efficace sur des lignées cellulaires 

humaines de différents types de cancers. Ce résultat n’est pas surprenant puisque la furine 

qui est une des cibles de l’inhibiteur utilisé, est connue pour promouvoir la progression 

tumorale dans de nombreux types de cancers tels que les cancers du sein, de l’ovaire, du colon 

ainsi que les gliomes (Jaaks and Bernasconi, 2017). Nous pouvions donc prédire que son 

inhibition diminuerait la viabilité de cellules cancéreuses. En revanche, l’effet de l’inhibiteur 

de PCs sur la reprogrammation des macrophages est très encourageant et pourrait être 

associé aux macrophages CAR, stratégie thérapeutique développée au laboratoire. 
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Figure 22 : Toxicité de l'inhibiteur de PCs contre les lignées humaines de gliome NCH82 et de cancer du 

sein MCF-7.  

La densité cellulaire a été déterminée grâce au kit MTS CellTiter. Les cellules ont été traitées avec 

plusieurs concentrations d’inhibiteur de PCs (200, 300 ou 400 µM) ou avec le volume équivalent de 

DMSO, l’inhibiteur de PCs étant repris dans du DMSO. Les mesures ont été réalisées à 0, 72 et 96h. Les 

résultats ont été transformés en pourcentage par rapport à la valeur de DO obtenue à 0h. L’expérience 

a été réalisée une fois. 

L’efficacité de l’inhibiteur ayant été démontrée, nous avons envisagé de l’utiliser en 

combinaison avec un ligand de TLR, comme nous l’avions précédemment réalisé avec 

l’inhibition de PC1/3 associée au LPS (Duhamel et al., 2015) ou au Paclitaxel (Duhamel et al., 

2018), tous deux ligands du TLR4. L’inhibition de PC1/3 induit l’activation de la voie NF-κB, 

voie de signalisation également activée par l’ensemble des TLRs, à l’exception du TLR3 qui 

induit l’activation de la voie anti-virale IRF3. Pour nous orienter dans le choix du TLR à stimuler, 

nous avons évalué la sécrétion de facteurs anti-tumoraux par les macrophages selon le ligand 

utilisé. Des tests de viabilité ont donc été réalisés dans cette optique (Figure 23). Une sécrétion 

de facteurs anti-tumoraux efficaces contre les C6 est constatée quel que soit le TLR stimulé, 

le TLR3 avec le Poly (I:C), le TLR4 avec le LPS ou le TLR9 avec le CpG ODN. En revanche, le Poly 

(I:C) est le seul ligand à ne démontrer aucune activité anti-tumorale directe contre les C6. 

Ainsi, l’activité anti-tumorale exercée par le sécrétome des macrophages traités au Poly (I:C) 

est uniquement due aux facteurs anti-tumoraux présents dans ce milieu conditionné et non 

pas à la présence résiduelle du ligand dans le sécrétome, comme nous pourrions le suspecter 

pour le LPS ou le CpG ODN. C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers le Poly (I:C) qui 

semble être prometteur dans l’orientation des macrophages vers un phénotype anti-tumoral 

dans le cadre d’une stratégie thérapeutique contre les GBMs. 
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Figure 23 : Influence du TLR activé sur la sécrétion de facteurs anti-tumoraux par les macrophages. La 

densité cellulaire des cellules de gliomes C6 a été déterminée grâce au kit MTS CellTiter.  

Les cellules ont été traitées avec plusieurs ligands de TLRs : le Poly (I:C) pour le TLR3, le LPS pour le TLR4 

et le CpG ODN pour le TLR9. Cela a permis d’évaluer la toxicité des différents ligands vis-à-vis des C6. 

Les cellules ont également été incubées avec le sécrétome (MC pour milieu conditionné) de 

macrophages stimulés avec ces différents ligands. L’activité anti-tumorale des facteurs sécrétés par les 

macrophages stimulés avec les différents ligands a ainsi été évaluée. Les mesures ont été réalisées à 0, 

48, 72 et 96h. Les résultats ont été transformés en pourcentage par rapport à la valeur de DO obtenue 

à 0h. Le test a été réalisé en duplicat biologique. Les différences significatives ont été révélées par une 

anova à deux voies : *p<0.05 et ***p<0.001.  
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CHAPITRE III  

L’ASSOCIATION DE L’INHIBITION DE PCS ET DE LA STIMULATION DU TLR3 EST UNE NOUVELLE 

STRATEGIE THERAPEUTIQUE POUR LA REACTIVATION DES MACROPHAGES 

 

Introduction 

Les facteurs de transcription NF-κB et IRF sont des acteurs majeurs de l’inflammation 

et de la réponse antivirale. Ce sont deux effecteurs clés de la réponse immunitaire innée. 

L’activation de ces voies se fait généralement à travers la stimulation des TLRs par des PAMPs 

tels que le LPS pour le TLR4 ou encore l’ARN double brin pour le TLR3. Il en résulte la 

translocation nucléaire des facteurs NF-κB ou IRF3, selon le TLR stimulé. Ainsi, la stimulation 

du TLR4 peut induire l’activation de ces deux facteurs tandis que la stimulation du TLR3 induit 

l’activation de la voie antivirale régie par IRF3. L’activation de ces facteurs conduit à la 

sécrétion de cytokines et d’interférons pour contrecarrer l’infection (O’Neill et al., 2013).  

Comme mentionné dans les deux premiers chapitres, l’activation du facteur NF-κB est 

un élément clé dans l’orientation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire. Les 

macrophages PC1/3 KD stimulés au LPS montrent une activation exacerbée et durable de cette 

voie ainsi qu’une sécrétion de facteurs pro-inflammatoires (Duhamel et al., 2015). Un 

phénotype similaire est obtenu pour les macrophages PC1/3 KD stimulés au Paclitaxel 

(Duhamel et al., 2018). En revanche, la voie antivirale régie par IRF3 qui est activée suite à 

l'internalisation du TLR4 lorsque ces macrophages sont stimulés par du LPS n'est pas impactée 

par l'absence de PC1/3 (Duhamel et al., 2015). Or, l’activation de cette voie et la production 

d'IFN de type I à travers la stimulation du TLR3, peuvent être impliquées dans l’orientation des 

macrophages vers un phénotype M1 pro-inflammatoire et anti-tumoral (Liu et al., 2016). 

L’activation simultanée des deux voies pourrait donc orienter les macrophages vers un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral amplifié. L’inhibition de PC1/3 au sein des 

macrophages induit la sécrétion spontanée d’alarmines (Duhamel et al., 2015). Ces dernières 

auraient la capacité d’activer de manière autocrine et paracrine le TLR4 et ainsi la voie NF-κB. 

Un ligand du TLR4 n’est donc pas essentiel à l’activation de cette voie. Nous pouvons donc 

associer l’inhibiteur de PCs à un autre ligand de TLR pour activer la voie IRF3. Notre attention 

s’est portée sur le Poly (I:C), ligand du TLR3. 
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Ce dernier, ainsi que les principaux facteurs issus de l’activation de la voie IRF3 tels que 

les IFN α et β interviennent dans la modulation du microenvironnement immunosuppresseur 

du gliome (Kees et al., 2012). En effet, la stimulation au Poly (I:C) oriente les cellules 

microgliales vers un profil de type M1 anti-tumoral et augmente la sécrétion de cytokines 

inflammatoires telles que TNF-α et IL-12. De plus, les facteurs sécrétés par les cellules 

microgliales stimulées au Poly (I:C) inhibent la migration des cellules de gliome. Cependant, le 

microenvironnement tumoral influence l’activité anti-tumorale du Poly (I:C). En effet, la 

croissance des cellules cancéreuses reste inchangée en présence de Poly (I:C) lorsque ces 

dernières sont en co-culture avec les cellules microgliales. De plus, la sécrétion de TNF-α et 

d’IL-12 par les cellules microgliales traitées avec du Poly (I:C) est très réduite en présence du 

sécrétome de cellules cancéreuses au sein duquel une grande concentration d’IL-10 est 

retrouvée. Il semblerait donc que les cellules cancéreuses conservent leur capacité 

immunosuppressive même en présence de Poly (I:C) (Kees et al., 2012). Récemment, nous 

avons démontré que les macrophages PC1/3 KD conservaient une sécrétion de facteurs pro-

inflammatoires en présence d’IL-10 lorsqu’ils étaient stimulés au LPS ou au Paclitaxel, ligands 

du TLR4 (Duhamel et al., 2015, 2018). Nous nous sommes donc demandés si l’inhibition de 

PCs, telles que PC1/3 et la furine, associée à la stimulation avec le Poly (I:C) pourrait être une 

stratégie thérapeutique efficace dans la reprogrammation des macrophages au sein de 

gliomes. 

Objectifs 

Ainsi nous avons combiné l’inhibiteur de PCs, précédemment décrit pour influencer le 

phénotype des macrophages en faveur d’un phénotype pro-inflammatoire, avec le Poly (I:C). 

L’objectif est d’activer à la fois la voie pro-inflammatoire NF-κB à travers l’inhibition de PC1/3 

et la voie anti-virale régie par IRF3 par la stimulation du TLR3 et ainsi orienter les macrophages 

vers un phénotype anti-tumoral stable dans un environnement immunosuppresseur. 

Ainsi, dans un premier temps, l’influence du Poly (I:C) sur le phénotype des 

macrophages NR8383 sera étudiée à travers des analyses protéomiques de leur sécrétome et 

des extraits cellulaires. De la même manière, l’impact de l’association de l’inhibiteur et du Poly 

(I:C) sur les macrophages sera étudié. Puis, l’activité anti-tumorale des facteurs sécrétés par 

les macrophages traités avec l’association des deux molécules sera étudiée à travers des tests 

d’invasion réalisés sur des sphéroïdes associant ou non, cellules cancéreuses et macrophages. 
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Ce modèle permet d’étudier le potentiel anti-tumoral de notre stratégie thérapeutique au sein 

d’un environnement immunosuppresseur. Enfin, l’expression de marqueurs du phénotype 

pro-tumoral et anti-inflammatoire sera analysée par immunofluorescence sur des coupes de 

sphéroïdes. 

 

Résultats 

Dans un premier temps, nous avons évalué l’action que le Poly (I:C) exerce sur le 

phénotype des macrophages NR8383 WT. Pour cela, des analyses protéomiques de leur 

contenu cellulaire et de leur sécrétome ont été réalisées. Une sous-expression de protéines 

impliquées dans l’atténuation de la réponse immunitaire est observée au sein des 

macrophages traités par le Poly (I:C). Ainsi, DOCK3, régulateur négatif de la voie de 

signalisation des TLRs et la glycoprotéine transmembranaire NMB impliquée dans 

l’atténuation de la réponse des lymphocytes, sont sous exprimées. De plus, plusieurs 

protéines impliquées dans la réponse immunitaire sont sur-exprimées par les macrophages 

stimulés avec le Poly (I:C) telles que les peptides transporteurs d’antigènes tap1 et tap2, 

NDRG1 et Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 impliquées dans la réponse 

immunitaire innée. Les marqueurs d’autophagie Rab8b et du phénotype pro-inflammatoire 

M1 NOS2 sont également sur-exprimés par les macrophages stimulés par le Poly (I:C). Ainsi, 

comme nous l’attendions, le Poly (I:C) induit une sur-expression de protéines impliquées dans 

les fonctions immunitaires des macrophages et semble donc activer ces derniers. L’analyse 

des facteurs sécrétés par les macrophages stimulés avec le Poly (I:C) précise l’impact de ce 

dernier sur le phénotype inflammatoire des macrophages. En effet, la sécrétion de plusieurs 

cytokines pro-inflammatoires telles que CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 ou encore le TNF-α 

augmente suite à une stimulation au Poly (I:C).  

La stimulation des macrophages au Poly (I:C) semble donc activer les fonctions 

immunologiques des macrophages et les orienter vers un phénotype pro-inflammatoire. Nous 

avons ensuite vérifié le potentiel anti-tumoral de ces macrophages en évaluant l’activité des 

facteurs qu’ils sécrètent contre l’invasion de sphéroïdes de cellules de gliome. Ainsi, une 

diminution de l’invasion des sphéroïdes de cellules de gliome C6 peut être observée lorsqu’ils 

sont cultivés avec le sécrétome de macrophages stimulés au Poly (I:C). Cet effet anti-tumoral 

est également observé sur les sphéroïdes mixtes rassemblant les cellules cancéreuses et les 
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macrophages. Ainsi, même au contact de macrophages, les cellules cancéreuses restent 

sensibles aux facteurs sécrétés par ces derniers suite à une stimulation avec le Poly (I:C). Face 

à ces résultats encourageants, la complémentarité de ces facteurs anti-tumoraux et de 

l’inhibiteur de PCs a été étudiée. L’inhibiteur a été ajouté au sécrétome des macrophages 

stimulés au Poly (I:C) dans le traitement des sphéroïdes. Aucun effet additif sur la diminution 

de l’invasion n’a été observé par rapport à l’utilisation du sécrétome de macrophages traités 

au Poly (I:C) seul. Néanmoins, une légère tendance peut être observée à 96h, temps à partir 

duquel il semblerait que la combinaison des deux facteurs soit plus efficace.  

L’invasion des sphéroïdes étant déjà très basse lors d’un traitement avec le sécrétome 

des macrophages traités au Poly (I:C), la possibilité d'observer un effet additif semble donc 

difficile. Ainsi, pour avoir une idée de la complémentarité d’un traitement des macrophages 

avec l’inhibiteur et le Poly (I:C) des analyses protéomiques ont été réalisées. Un groupe de 

protéines sous-exprimées se dégage uniquement suite à l'incubation des macrophages avec 

le Poly (I:C) et l’inhibiteur de PCs. Parmi ces protéines sont retrouvées notamment l’Eif3e 

impliquée dans la prolifération des cellules de gliomes ou encore Pde12, un régulateur négatif 

de la voie antivirale et des fonctions anti-tumorales des macrophages. Mis à part ce groupe 

de protéines, le profil protéique des macrophages stimulés avec les deux facteurs est très 

proche du profil observé suite à une stimulation avec le Poly (I:C) seul. La sur-expression des 

protéines telles que tap1, Mx1 ou encore NOS2 précédemment décrites est retrouvée suite à 

une stimulation avec le Poly (I:C) associée ou non à l’inhibiteur de PCs. De la même manière, 

les protéines sous-exprimées suite à une stimulation au Poly (I:C) telles que la glycoprotéine 

transmembranaire NMB précédemment citée sont également sous-exprimées lorsque le Poly 

(I:C) est associé à l’inhibiteur de PCs. Par ailleurs, le sécrétome des macrophages incubés à la 

fois avec le Poly (I:C) et l’inhibiteur de PCs est très proche du sécrétome de macrophages 

traités avec l’inhibiteur de PCs seul. La sécrétion de protéines impliquées dans le 

développement tumoral telles que MIF, Adam17 ou encore Bcat1 est réduite tandis que la 

sécrétion des protéines telles qu'Usp15, régulateur positif de la réponse aux interférons de 

type I, est augmentée. Cependant, l’augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que CCL3, CCL4, CXCL10 ou encore TNF-α observée suite à une 

stimulation au Poly (I:C) est également retrouvée lorsque le Poly (I:C) est associé à l’inhibiteur 

de PCs. Ainsi, l’association des deux facteurs induit un phénotype spécifique des macrophages 
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qui mélange le phénotype obtenu après chaque stimulation indépendante. De plus, la 

stimulation des sphéroïdes avec les facteurs sécrétés par les macrophages stimulés au Poly 

(I:C) et l’inhibiteur de PCs réduit l’expression d’Arginase 1 et de CD206, deux marqueurs 

associés au phénotype pro-tumoral et anti-inflammatoire. L’ensemble de ces résultats laisse 

envisager une reprogrammation des macrophages au sein des sphéroïdes.  

Enfin, la prolifération et le type de mort cellulaire des C6 ont été étudié pour 

déterminer plus précisément l’impact de notre stratégie thérapeutique. Il semblerait que les 

facteurs sécrétés par les macrophages stimulés au Poly (I:C), associés ou non avec l’inhibiteur 

de PCs, induisent la mort cellulaire. L’augmentation de la détection de l’ADN, traduisant une 

perte de l’intégrité membranaire et la diminution de la prolifération cellulaire le prouve.  
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ABSTRACT 55 

Macrophages plasticity is a key feature in cancer progression. Neoplastic cells can alter their immune 56 

functions and orient them into a pro-tumoral phenotype. In this context and based on our previous work, 57 

we developed a new therapeutic strategy to switch macrophages phenotype and reactivate their anti-58 

tumoral functions. In this context, we previously showed a dual activity of a proprotein convertases 59 

inhibitor as anti-glioma drug and anti-tumoral macrophages’ reactivation drug. Proprotein convertases 60 

are proteases that cleave proteins into functional proteins. Several of their substrates are involved in 61 

tumorigenesis and immunosuppression. In this study, we decided to combine proprotein convertases 62 

inhibitor with Poly (I:C), a TLR3 ligand, to increase the anti-tumoral activity of macrophages. With 63 

mass spectrometry-based proteomics we could establish that a stimulation of macrophages with Poly 64 

(I:C) increased their secretion of pro-inflammatory cytokines and anti-tumoral factors. 3D invasion 65 

assay showed the efficacy of these anti-tumoral factors against mixed glioma cells and macrophages 66 

spheroids. Besides, immunofluorescence and proliferation assays showed an additive effect of the 67 

proprotein convertases inhibitor and the anti-tumoral factors secreted by Poly (I:C)-treated macrophages 68 

on both anti-glioma activity and macrophages anti-tumoral orientation leading to an innovative glioma 69 

therapy. 70 

KEYWORDS: TAM, immunotherapy, Proprotein convertases, immunoproteomic, Macrophages 71 
  72 
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INTRODUCTION 73 

Oncoimmunology is a growing field. Tumors present a complex microenvironment in which 74 

several cell types can be found. Among them, immune cells such as macrophages, microglia, T, B, and 75 

NK lymphocytes are present (1). Most of the current strategies target T lymphocytes to reactivate their 76 

cytotoxic response. In cancer, T lymphocytes response is inhibited via the recognition of the PD1 77 

receptor located on T lymphocytes and its ligand PDL1 expressed by cancer cells and pro-tumor 78 

macrophages (2). Yet the full activation of these lymphocytes requires the reactivation of pro-tumor 79 

macrophages to express a pro-inflammatory and anti-tumor phenotype. Thus, it is necessary to act before 80 

this PD1/PDL1 pathway. Cancer cells secrete different anti-inflammatory factors that create an 81 

immunosuppressive environment and participate in the recruitment of macrophages. These macrophages 82 

are diverted from their anti-tumor function. They participate in tumorigenesis by improving metastatic 83 

and angiogenic processes and by inhibiting cytotoxic response (3). Macrophages must keep their pro-84 

inflammatory phenotype to re-exert their phagocytic activity and to activate the anti-tumor immune 85 

response. In this context, proprotein convertases seem to be a clear target. Proprotein convertases (PCs) 86 

are proteases of the subtilisin-kexin family that cleave proproteins through limited proteolysis and 87 

convert them into bioactive proteins and peptides (4–6). Mammalian PCs include PCSK1, PCSK2, furin, 88 

PCSK4, PCSK5, PCSK6, and PCSK7 which are known to cleave proproteins at paired basic residues 89 

(7). PCs cleave a variety of precursor proteins within the secretory pathway, including neuropeptides, 90 

hormones, growth factors, and their respective receptors, adhesion molecule, bacterial toxins, and viral 91 

glycoproteins (8). However, deregulation of these enzymes has been associated with pathological 92 

conditions including endocrinopathies (9), Alzheimer’s disease (10), and tumors (11). Proprotein 93 

convertases are implicated in malignancies. PCSKs promote cancer growth and EMT transition (12,13) 94 

by activating tissue-modifying enzymes through at least matrix metalloproteinases or by inhibiting 95 

growth factors regulators (4). The PCSK upregulation is correlated with accelerated tumor progression 96 

and poor prognosis. Furin and PACE4 are the most implicated in ovarian (14), prostate cancers (15) and 97 

glioma (16). In this context, inhibiting PCSK/Furin activity has emerged as a therapeutic approach for 98 

suppressing cancerous cell-growth and metastatic activity (17). The specific Furin inhibition using a 99 
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bifunctional GM-CSF-Furin shRNA construct and an in vitro transduction protocol on the patient’s 100 

cancer cells have been efficacious and well-tolerated in phase I-II trials with advanced Ewing’s sarcoma 101 

(18) and ovarian cancer patients (19). However, another way to get anti-tumoral activity has recently 102 

emerged, which corresponds to the immune response reactivation.  103 

In this context, it has been demonstrated that Furin and the proprotein convertase 1/3 (PC1/3) 104 

are two complementary targets for reinforcing the immune response (20–28). Furin is critical for the 105 

maintenance of peripheral CD4+Foxp3+ T regulatory cell-dependent immune tolerance and normal 106 

CD4+ T helper (Th) cell polarization in vivo (28,29). We demonstrated that PC1/3 knock-out mice have 107 

high plasma levels of pro-inflammatory cytokines (23). We also showed that a rat macrophage cell line 108 

(NR8383) PC1/3 knockdown (KD) secrets high concentration of pro-inflammatory chemokines and 109 

cytokines (25). These secreted factors have chemotactic and anti-tumor properties. When stimulated 110 

with TLRs ligands, PC1/3 KD macrophages are over-activated and their immune response is 111 

exacerbated (24,25). Secreted factors by these PC1/3 KD macrophages after TLR4 stimulation with LPS 112 

and the anti-tumoral agent Paclitaxel have anti-tumor activities against breast, ovarian, and glioma 113 

cancer cells lines. PC1/3 KD macrophages can inhibit invasion of glioma cancer cells (C6 and F98) in 114 

3D spheroid mixed macrophages-glioma culture (24). We established that PC1/3 KD macrophages 115 

secrete high quantities of extracellular vesicles (EVs) (23,25,27) which is even more important when 116 

TLR4 or TLR9 pathways are triggered in PC1/3 KD macrophages (25,26). PC1/3 modulates GRAMD4 117 

levels and thus regulate TLR9 trafficking, to modulate the inflammatory response (27). Its inhibition 118 

reactivates the pro-inflammatory TLR MYD88 NFKB dependent pathway while the anti-inflammatory 119 

STAT3 pathway is down-regulated (27). 120 

Taken together, these results point out that PC1/3 KD macrophages can secrete factors that can 121 

exert anti-tumoral activity. Thus, we developed a strategy based on PCSK inhibitor to both inactivate 122 

the tumor cells and reactivate the tumor associated macrophages (TAM). We established this double 123 

effect and the clear ability to reactivate TAM (30). However, in glioma, the antiviral pathway seems to 124 

be more implicated that the TLR4 pathway (31). We thus investigated in the present paper, the ability 125 

to reactivate the anti-tumoral response of macrophages by combining PCSK inhibitor with Poly (I:C) 126 

stimulation as a potential anti-glioma therapy. We have demonstrated the secretion by macrophages of 127 
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antitumoral factors. We have confirmed the combined effect of the treatment by inhibiting tumor growth 128 

and reactivating macrophages in mixed spheroids. 129 

 130 

RESULTS 131 

Poly (I:C) triggers changes in the phenotype and function of macrophages. 132 

A proteomic study was conducted to decipher the molecular impact of different concentrations (5, 10 133 

and 15 µg/mL) of Poly(I:C) on macrophages. Shotgun proteomic analysis of NR8383 macrophages 134 

yielded 1 632 protein identifications across all the samples. As a criterion of significance, we applied an 135 

ANOVA test with a significance threshold of p < 0.05. A heatmap was created from which 61 proteins 136 

showed a significant difference in LFQ expression between Poly (I:C)-treated NR8383 macrophages 137 

and non-treated macrophages (Figure 1A, Supp. Data 1). Two branches separate the treated to non-138 

treated Poly (I:C) NR8383 macrophages. Macrophages treated with a concentration of 5 µg/ml Poly 139 

(I:C) presents an intermediate profile between non-treated and 10-15 µg/ml Poly (I:C) treated 140 

macrophages. Above 10 µg/ml Poly(I:C), the proteome of macrophages is completely different (Figure 141 

1A). In fact, among the differentially regulated proteins, 18 were downregulated in macrophages treated 142 

with 10 and 15 µg/mL of Poly (I:C), including 11β-Hydroxysteroid Dehydrogenase (11β-HSD1), and 143 

Transmembrane glycoprotein NMB (Gpnmb) involved in the attenuation of the T cell response (Supp. 144 

Data 1). We also identified, in this cluster of downregulated proteins, Legumain (Lgmn), Lysosomal 145 

acid lipase (Lipa) and Platelet glycoprotein 4 (CD36) which are associated with M2 anti-inflammatory 146 

polarization of macrophages. Docking protein 3 (DOK3), a proximal negative regulator of TLR 147 

signaling, was also found to be downregulated in macrophages after stimulation with 10 and 15 µg/mL 148 

of Poly (I:C) (Supp. Data 1). Systemic biology analyses of these downregulated proteins (Figure 1B, 149 

Cluster 1) confirm that proteins involved in T Cell response inhibition as well as in breast cancer and 150 

neoplasia inhibition are downregulated. In contrast, 43 proteins were upregulated in macrophages after 151 

a treatment with 10 and 15 µg/ml of Poly (I:C), including Antigen peptide transporter 1 and 2 (Tap1, 152 

Tap2) involved in MHC1 self-antigen presentation, NDRG1 and Interferon-induced GTP-binding 153 

protein Mx1 (Mx1), involved in the innate immune response, as well as Interferon-induced guanylate-154 
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binding protein 2 (Gbp2) and 2-5-oligoadenylate synthase-like protein 1 (Oasl) (Supp. Data 1). We also 155 

identified, in the upregulated protein cluster, Nicotinamide phosphoribosyltransferase (Nampt) required 156 

for T cell-mediated immune responses, Nitric oxide synthase (NOS2) and long-chain acyl-CoA 157 

synthetase 1 (ACSL1), markers for the M1 pro-inflammatory phenotype. Ras-related protein Rab-8B 158 

(Rab8b) which plays a key role in autophagy processes and Embigin (Emb) involved in cellular adhesion 159 

and migration were also found to be upregulated in Poly (I:C)-treated macrophages (Supp. Data 1), as 160 

well as branched-chain-amino-acid aminotransferase (Bcat1) which controls metabolic reprogramming 161 

in activated macrophages. Systemic biology analyses established that proteins involved in microglia, 162 

innate immunity and thus in immune response activation are more expressed upon Poly(I:C) (Figure 163 

1B, Cluster 2).  164 

Poly (I:C) triggers the secretion of pro-inflammatory and anti-tumoral factors by macrophages. 165 

The same approach was then applied to the conditioned medium of NR8383 treated with Poly (I:C) to 166 

analyse the secreted factors (Figure 2). The proteomic analysis yielded a total of 845 proteins identified 167 

across all samples. 56 proteins showed a significant difference in LFQ expression between Poly (I:C)-168 

treated NR8383 macrophages and non-treated macrophages (Supp. Data 2). 16 proteins were 169 

downregulated after stimulation with all the concentration of Poly (I:C) compared to the untreated 170 

control (cluster 1, Figure 2A). Among these, Sulfhydryl oxidase 1 (Qsox1), involved in tumor cell 171 

invasion and subsequent metastasis was found downregulated in cluster 1 such as CD166, TIMP2 and 172 

AGT knew to be involved in astrocytoma (Figure 2B, Cluster 1). The second cluster regroups 40 173 

proteins which are more secreted by NR8383 macrophages after a stimulation with Poly (I:C), whatever 174 

the concentration used (cluster 2, Figure 2A). Cytokines like CCL2, 3, 4 and 5 or CXCL10, are found 175 

in this cluster. These cytokines are important for immune cell recruitment, immune and inflammatory 176 

response. Several proteins involved in cell death-like Tumor necrosis factor (TNF), an anti-tumoral 177 

factor; Calpain-2 (CAPN2) and Cell division control protein 42 (CDC42) are also more secreted by 178 

NR8383 macrophages after a stimulation with Poly (I:C) (cluster 2, Figure 2B). We also identified as 179 

upregulated, Fatty acid-binding protein (Fabp4), involved in the cellular response to the TNF and the 180 

inflammatory response, and also High mobility group protein B1 and B2 (Hmgb1 and Hmgb2) which 181 
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play an important role during V(D)J recombination. Systemic biology analyses (Figure 2B, Cluster 2) 182 

confirm that all up-regulated proteins found in this cluster can inhibit neoplasia and metastasis. 183 

Moreover, Kegg analyses point out that Poly (I:C) triggers proteomic changes both in the cellular 184 

component and in the secreted proteins of macrophages. We can observe a secretion of pro-185 

inflammatory and anti-tumoral factors increased in Poly (I:C) treated-macrophages. We thus 186 

investigated the anti-tumoral ability of Poly (I:C) combine with PCs inhibitor which has previously 187 

demonstrated abilities to inactivate the tumor and activate macrophages(30).  188 

Thereby, we performed an invasion assay on spheroids made of rat C6 glioma cell line and on mixed 189 

spheroids made of both C6 glioma and NR8383 rat macrophages (Figure 3). The spheroids were 190 

cultured for 4 days with Poly (I:C) or with conditioned medium (CM) from Poly (I:C)-treated 191 

macrophages combine or not with PCs inhibitor. Their growth and invasion of the matrix by cells 192 

migrating out the initial core were monitored over these 4 days. Spheroids containing only C6 cells 193 

(Figure 3A.i) were compared to spheroids containing a mix of C6 and NR8383 cells (Figure 3A.ii). As 194 

we described before, we observed a decrease of spheroid growth and invasion after 2 days of treatment 195 

with PCs inhibitor for C6 spheroids and after 3 days of treatment for mixed C6/NR8383 spheroids. No 196 

changes in spheroid growth and invasion were observed after a treatment with Poly (I:C) alone compared 197 

to the control DMSO. The combination of Poly (I:C) and the PCs inhibitor decreases the invasion of 198 

spheroids, but the observed effect is not different from the effect of the inhibitor alone. However, we 199 

identified by mass spectrometry some anti-tumoral factors in the conditioned medium of Poly (I:C)-200 

treated macrophages (Figure 2). Thus, to investigate the anti-tumoral activity of these factors we treated 201 

both types of spheroids with conditioned medium from macrophages previously treated or not with Poly 202 

(I:C). These conditioned media were associated or not with PCs inhibitor to assess the complementarity 203 

of both agents. C6 spheroids and mixed C6/NR8383 spheroids growth and invasion were decreased after 204 

2 days of treatment with conditioned medium from Poly (I:C)-treated macrophages (Figures 3B.i, 205 

3B.ii). This effect increased progressively across time. Compared to the conditioned medium from 206 

untreated-macrophages, a statistical difference of more than 30% was observed after 4 days of treatment. 207 

No additive effect was observed when PCs inhibitor was combined with conditioned medium from Poly 208 
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(I:C)-treated macrophages because of the low invasion rate of spheroids. Taken together, invasion assays 209 

and proteomic demonstrated secretion of anti-tumoral factors by macrophages after Poly (I:C) treatment.  210 

We then investigated the impact of anti-tumoral factors secreted by macrophages on the C6 death and 211 

proliferation (Figure 4). We measured the exposure of phosphatidylserine (PS) on the outer leaflet of 212 

cell membranes during the apoptotic process and used a DNA-binding dye to differentiate apoptosis 213 

from necrosis after 72h of treatment (Figure 4A). C6 glioma cells were treated with temozolomide 214 

(TMZ) as a positive control for apoptosis. Compared to the non-treated cells and positive control, no 215 

signal for exposure of PS in C6 cells was recorded after the different treatments. However, a very high 216 

fluorescence signal due to the DNA dye was observed after a treatment with the conditioned medium 217 

from Poly (I:C) treated-macrophages, associated or not with the PCs inhibitor. This signal reflects a loss 218 

of membrane integrity and therefore cell death by necrosis. Moreover, a BrdU test correlates these 219 

results (Figure 4B). Indeed, the proliferation of cells is decreased when the cells are treated with the 220 

conditioned medium from macrophages treated with Poly (I:C). This effect was more significant when 221 

the PCs inhibitor was associated with the conditioned medium from macrophages treated with Poly 222 

(I:C). Finally, to know the approximative molecular weight of the anti-tumoral factors, we performed a 223 

viability assay of C6 cancer cells in presence of the different molecular weight fractions of the 224 

conditioned medium coming from Poly (I:C) stimulated or unstimulated macrophages. We identified 225 

that the fractions containing the anti-tumoral activity are the ones with a molecular weight ranging 226 

between 50-100 kDa (Supp. Figure 1).  227 

Poly (I:C) and PCs inhibitor are complementary for the macrophages reactivation. 228 

A proteomic study was conducted to decipher the molecular impact of the association between Poly 229 

(I:C) and PCs inhibitor on macrophages and their secretion (Figure 5 & 6). First, shotgun proteomic 230 

analysis of NR8383 cells yielded 1 717 protein identification across all samples. As a criterion of 231 

significance, we applied an ANOVA test with a significance threshold of p < 0.05. A heatmap was 232 

created from which 38 proteins showed a significant difference in LFQ expression between treated and 233 

non-treated NR8383 macrophages (Figure 5A, Supp Data 3). Two branches separate the Poly (I:C) +/- 234 

PCs inhibitor-treated macrophages to untreated and PCs inhibitor-treated macrophages. Among these 235 
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proteins, 7 were downregulated in macrophages treated with Poly (I:C), associated or not with PCs 236 

inhibitor (Figure 5A, cluster 1). In this protein cluster, we found the transmembrane glycoprotein NMB 237 

(Gpnmb), and the Microphthalmia-associated transcription factor (Mitf), a transcription factor that 238 

regulates the expression of genes with essential roles in cell differentiation, proliferation and survival. 239 

10 proteins are downregulated only after a treatment with Poly (I:C) associated with PCs inhibitor 240 

(Figure 5A, cluster 2). Among these proteins, we found 2,5-phosphodiesterase 12 (Pde12) a negative 241 

regulator for antiviral and antitumor functions induced by interferons and Eukaryotic translation 242 

initiation factor 3 subunit E (Eif3e) which is essential for proliferation and survival of glioblastoma cells. 243 

In a third cluster, we found upregulated proteins after a treatment with Poly (I:C), associated or not with 244 

PCs inhibitor. In this cluster, we find several proteins previously described as upregulated after a Poly 245 

(I:C) treatment (Figure 1), as Gbp2, Tap1, Mx1 and Oasl involved in innate immune response and Nos2 246 

marker for the M1 pro-inflammatory phenotype. We also found UDP-glucose 6-dehydrogenase (Ugdh), 247 

a component of the extracellular matrix and F-actin-capping protein subunit alpha-1 (Capza1) which 248 

regulate actin cytoskeleton remodeling. 249 

The same approach was then applied to the conditioned medium of NR8383 treated with Poly (I:C) 250 

associated or not with PCs inhibitor to analyse the secreted factors (Figure 6, Supp Data 4). The 251 

proteomic analysis yielded a total of 1 152 proteins identified across all samples. 66 proteins showed a 252 

significant difference in LFQ expression between treated NR8383 macrophages and non-treated 253 

macrophages. Two branches separate the PCs inhibitor +/- Poly (I:C) treated macrophages to untreated 254 

and Poly (I:C) treated macrophages. Compared to the untreated control, 39 proteins were downregulated 255 

after stimulation with PCs inhibitor, associated or not with Poly (I:C). Conditioned medium from cells 256 

treated with only Poly (I:C) show the same expression profile than the untreated cells (Figure 6A). The 257 

down-secretion by macrophages of migration-related protein macrophage migration inhibitory factor 258 

(MIF), also known to be involved in glioblastoma progression, was previously described after treatment 259 

with PCs inhibitor(30). In this cluster, we also found Qsox1, as described in Figure 2A. Several proteins 260 

involved in different tumorigenesis processes are down-secreted by macrophages after treatment with 261 

PCs inhibitor. Among these proteins, we identified Disintegrin and metalloproteinase domain-262 
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containing protein 17 (Adam17), known to promotes glioma cell malignant phenotype and Branched-263 

chain-amino-acid aminotransferase (Bcat1) which promotes cell proliferation in glioma. 264 

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit delta (Camk2d) plays a critical role in the 265 

invasion and metastasis properties of glioma cells and is down-secreted by macrophages after treatment 266 

with PCs inhibitor. Insulin-like growth factor II (Igf2) which plays a role in reprogramming macrophage 267 

into the anti-inflammatory phenotype was also down-secreted by macrophages after PCs inhibitor 268 

treatment. A second protein cluster can be highlighted in which we found 25 proteins over-expressed 269 

after a treatment with PCs inhibitor associated with Poly (I:C) (cluster 2, Figure 6A). 12 of these are 270 

also over-expressed after treatment with PCs inhibitor but not after a treatment with Poly (I:C) (cluster 271 

2.1, figure 6A). Among these proteins, we found Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 (Usp15) 272 

which positively regulates type I interferon responses and thereby antiviral immune response. The other 273 

13 proteins of the second cluster are over-expressed after a treatment with Poly (I:C) and after treatment 274 

with both Poly (I:C) and PCs inhibitor (cluster 2.2, Figure 6A). Among these proteins, we found 275 

Cxcl10, Ccl3, Ccl4 and Tnf several cytokines described above (Figure 2A). We also found, as described 276 

above (Figure 2A) Gbp2 and Hnrnpa2b1, which initiate and amplify the innate immune response, and 277 

Inhba M1 pro-inflammatory phenotype marker. 278 

Taken together, these results show a complementarity between Poly (I:C) and PCs inhibitor in the 279 

macrophages reactivation. The Poly (I:C) triggers more proteins changes in the cell component than the 280 

PCs inhibitor and, on the contrary, PCs inhibitor triggers more changes in the secretion profile of 281 

macrophages. Besides, several proteins show expression changes only when macrophages are stimulated 282 

with both Poly (I:C) and PCs inhibitor (cluster 2, Figure 5A and cluster 2, Figure 6A). Moreover, we 283 

showed with immunofluorescence on mixed macrophages-cancer cells spheroids a decrease in the 284 

expression of Arginase 1 and CD206, both markers of the pro-tumoral phenotype, when they were 285 

cultivated in presence of the conditioned medium from Poly (I:C)-treated macrophages. The numbers 286 

of CD206+ and arginase+ macrophages seem to be lower when PCs inhibitor was combined with 287 

conditioned medium from Poly (I:C) treated macrophages (Figure 7). We finally confirmed on 288 
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spheroids made of NCH82 human glioma cells that the Poly (I:C) and PCs inhibitor are highly efficient 289 

on tumor invasion decrease 4 days after treatment (Supp. Figure 2). 290 

 291 

DISCUSSION 292 

In the present study, we have demonstrated, based on shot-gun proteomic studies, that Poly(I:C) at a 293 

concentration ranging between 10 and 15 µg/ml of Poly (I:C) change the phenotype of macrophages. 294 

Their immune functions seem to be activated and their phenotype is close to a pro-inflammatory 295 

phenotype. A lower concentration (5 µg/ml) is not enough to observe this activation state. This pro-296 

inflammatory phenotype is based on an increase of expression of proteins involved in self-antigen 297 

presentation (Tap1, Tap2), the implication in anti-viral response through interferon intracellular 298 

signaling activation, Nitric oxide synthase (NOS2) and long-chain acyl-CoA synthetase 1 (ACSL1) level 299 

increase, as well as the involvement of factors such like Embigin known being implicated in cellular 300 

adhesion and migration or the branched-chain-amino-acid aminotransferase involved in metabolic 301 

reprogramming in activated macrophages. Similarly, analyses of the secreted factors revealed the 302 

presence of pro-inflammatory cytokines (CCL2, CCL3, CCL4 and CCL5 or CXCL10) and TNF. These 303 

results are in line with the ones obtained on rodent or human poly(I:C)-stimulated macrophage showing 304 

the production of TNF and or CXCL-10 (IP-10) (32,33). CXCL10 is known to play a significant role in 305 

leukocyte homing to inflamed tissues, increased production of CXCL10 may exacerbate inflammation 306 

(32). Thus, augmented CXCL10 production by macrophages, may further exacerbate the inflammatory 307 

response and increase T cell recruitment which is expected in oncoimmune therapy. Based on these 308 

results, we tested the effects of such activated medium issued from Poly(I:C) treated macrophages on 309 

glioma cells in 3D culture. Compared to the conditioned medium from untreated-macrophages, a 310 

statistical difference of invasion of glioma cells of more than 30% was observed after 4 days of 311 

treatment. Thus, invasion assays and proteomic demonstrated secretion of anti-tumoral factors by 312 

macrophages after Poly (I:C) treatment. We confirmed the relevance of the conditioned medium from 313 

Poly (I:C) treated-macrophages with several biological essays. We established that glioma proliferation 314 

is decreased when the glioma cells are treated with the conditioned medium from macrophages treated 315 
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with Poly (I:C). These results are in the same line as the ones of Maeda and collaborators (34). This 316 

team has demonstrated that macrophages differentiated in the presence of pancreatic tumor cells 317 

(PANC1 and PT45) and treated with Poly (I:C) secrete more CXCL10 and CCL5 which trigger the 318 

cytotoxic activity of TC-Mϕ against cancer cells (34). We have also demonstrated the efficacy of Poly 319 

(I:C) and PCs inhibitor on the invasion decrease of spheroids made with human glioma cell line NCH82. 320 

In our work, we identified that the fractions containing the anti-tumoral activity in the conditioned 321 

medium correspond to fractions with a molecular weight ranging between 50-100 kDa. We finally 322 

established using immunofluorescence studies with anti-CD68, anti-arginase and anti-CD206 that the 323 

combined treatment leads to the activation of TAMs with an M1 phenotype directly into the tumor 324 

spheroids whereas TAMs express an M2-like phenotype without treatment.  325 

Altogether, we established that the combination of Poly(I:C) macrophages conditioned medium and the 326 

PCs inhibitor allowed the reactivation of tumor associated macrophages which consequently inhibits 327 

tumor proliferation and invasion. We finally tried to hunt in Poly(I:C) macrophages conditioned medium 328 

whether extracellular vesicles (EVs) can possess this anti-tumoral activity (Supp. Figure 3) as we 329 

previously showed with microglia cells (16,35). EVs may present anti-tumoral activity which may be 330 

higher compared to the conditioned medium depleted of EVs but slower than the complete conditioned 331 

medium (hypothesis illustrated on Supp. Figure 3). These preliminary results open the door for an 332 

innovative therapeutic strategy based on EVs from Poly (I:C)-stimulated macrophages incorporating 333 

PCs inhibitor.  334 

 335 

MATERIALS AND METHODS 336 

Experimental design and statistical rationale.  337 

Shotgun proteomics experiments were conducted in biological triplicates (n=3). Spheroid studies were 338 

conducted in biological triplicates (n=3) as well as all biological assays. For the proteomics statistical 339 

analysis, extracted proteins or secreted medium proteins presenting as significant by the ANOVA test 340 

analysis were used (p-value < 0.05). Normalization was achieved using a Z-score with matrix access by 341 
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rows. For invasion tests, results obtained were depicted through a box plot figure. Significant differences 342 

were identified using Tukey's multiple comparisons test where: * = P ≤ 0.05; ** = P ≤ 0.01; *** = P ≤ 343 

0.001; **** = P ≤ 0.0001. 344 

Chemicals and Reagents 345 

Water (H2O), formic acid (FA), acetonitrile (ACN), and trifluoroacetic acid (TFA) were obtained from 346 

Biosolve B. V. (Dieuze, France). 2,5 dihydroxybenzoic acid (DHB), ProteoMass MALDI Calibration 347 

kit, DL-dithiothreitol (DTT), thiourea, Temozolomide (TMZ), PCs inhibitor (ref. 537076) and 348 

iodoacetamide (IAA) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). 349 

LysC/Trypsin was purchased from Promega (Charbonnieres, France). Polylysine-coated slides, 350 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Ham’s F12K, heat-inactivated fetal bovine serum 351 

(FBS), trypsin, and phosphate buffer saline (PBS), penicillin and streptomycin were purchased from 352 

Thermo-Scientific (Braunschweig, Germany). Poly (I:C) was purchased from Invivogen (San Diego, 353 

California, USA). NR8383 is a rat alveolar macrophage cell line (CRL-2192) obtained from ATCC 354 

(Manassas, Virginia, USA). The rat C6 glioma cell line was kindly provided by Prof. Dr. Bernd Kaina 355 

(Institute of Toxicology, University Medical Center, Mainz, Germany).  356 

Cell culture.  357 

Rat alveolar NR8383 macrophages were cultured in Ham’s F12K medium supplemented with 15% fetal 358 

bovine serum and 1% penicillin/streptomycin (100 units per ml). Rat glioma C6 cells were cultured in 359 

DMEM and supplemented with 10% FBS, 1% L-glutamine (2 mM), and 1% penicillin/streptomycin 360 

(100 units per ml). All cell lines were cultured at 37°C in a humidified atmosphere (5% CO2). 361 

Cell supernatant collection and total protein extraction.  362 

NR8383 cells were plated on sterile 24 well plates and cultured until they reached confluence. For 363 

stimulation, cells were starved overnight in Ham’s F12K medium supplemented with 2% FBS. Cells 364 

were then stimulated in serum-free medium with different concentrations of Poly (I:C) (5, 10, or 15 365 

µg/ml). Also, cells were stimulated with 100 µM of PCs inhibitor-associated or not with 10 µg/ml of 366 

Poly (I:C) in serum-free medium. At 24h, cell supernatants were centrifuged at 500 x g and passed 367 
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through a 0.22-µm filter to remove cells and debris. Four hundred microliters of the cell supernatant 368 

were collected for each condition. Cells were washed three times with ice-cold PBS and then lysed with 369 

RIPA buffer for total protein extraction (150mM NaCl, 50mM Tris, 5mM EGTA, 2mM EDTA, 100mM 370 

NaF, 10mM sodium pyrophosphate, 1% NP40, 1mM PMSF, and 1X protease inhibitors). After 3x30sec 371 

sonication, cell debris was removed by centrifugation (16 000 x g, 10min, 4 °C), supernatants were 372 

collected and protein concentrations were measured using a Bio-Rad Protein Assay Kit, according to 373 

the manufacturer’s instructions. 374 

Filter-aided Sample Preparation (FASP).  375 

The samples were processed using a shotgun bottom-up proteomic approach. Total protein extract (0.04 376 

mg) was used for FASP analysis as described previously (36–38). We performed FASP using Microcon 377 

devices YM-10 from Millipore (Burlington, Massachusetts, USA) before adding Lys-C trypsin for 378 

protein digestion (40 µg/ml in 0.05 M Tris-HCl). An equivalent volume of reduction solution (DTT 0.1 379 

M) was added to each sample followed by an incubation step at 95°C for 15min. Then the samples were 380 

processed following the filter-aided sample preparation (FASP) protocol using a filter with a nominal 381 

molecular weight limit of 10 000 Da (Amicon Ultra-0.5 10K, Millipore). Briefly, each sample was 382 

mixed with 200 µL of denaturant buffer (8 M urea, Tris/HCl 0.1 M, pH 8.5) and transferred to FASP 383 

filters. The samples were centrifuged at 14 000 x g, 20°C, for 15min. For the alkylation step, 100 µL of 384 

0.05 M of iodoacetamide in denaturant buffer was added to each sample, followed by incubation in the 385 

dark for 20min at room temperature. Samples were washed twice with 100 µL of denaturant buffer 386 

followed by two washes with 100 µL of buffer AB (Ammonium bicarbonate 0.05 M). After each 387 

washing step, centrifugation was performed at 14 000 x g, 20°C, for 15min. The proteins were digested 388 

by adding 40 µL of trypsin at 40 µg/ml in buffer AB, and then incubated at 37°C overnight. The peptides 389 

were eluted by adding 50 µL of saline solution (NaCl 0.5 M) and centrifuged at 14 000 x g, 20°C, for 390 

15min. The digestion was stopped by adding 10 µL of TFA 5%. The samples were desalted using ZipTip 391 

C-18 (Millipore) and eluted with a solution of ACN/0.1% TFA (7:3, v/v). The samples were dried with 392 

SpeedVac and resuspended in 20 µL of ACN/0.1% formic acid (0.2:9.8, v/v) just before processing 393 

using LC-MS/MS. Experiments were done in biological triplicate (n=3). 394 
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Proteomics analysis of the cell supernatants.  395 

Supernatants volume obtained from NR8383 macrophages treated or not with PCs inhibitor or/and Poly 396 

(I:C) during 24h were reduced to 100 µl in a SpeedVac. Cell supernatants were denatured with 2 M urea 397 

in 10 mM HEPES, pH 8.0 by sonication on ice. The proteins were reduced with 10 mM DTT for 40min 398 

at 56°C followed by alkylation with 55 mM iodoacetamide for 40min in the dark. The iodoacetamide 399 

was quenched with 100 mM thiourea. The proteins were digested with 1 µg LysC/Trypsin mixture 400 

(Promega) overnight at 37°C. The digestion was stopped with 0.5% TFA. The samples were desalted 401 

using ZipTip C-18 (Millipore) and eluted with a solution of ACN/0.1% TFA (7:3, v/v). The samples 402 

were dried with SpeedVac and resuspended in 20 µL of ACN/0.1% formic acid (0.2:9.8, v/v) just before 403 

processing using LC-MS/MS. Experiments were done in biological triplicate (n=3). 404 

LC-MS/MS analysis.  405 

Mass spectrometry proteomics analysis of digested proteins was performed using a nano Acquity UPLC 406 

system (Waters) coupled with the Q-Exactive Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific) via a 407 

nanoelectrospray source. The samples were separated using online reversed-phase, using a 408 

preconcentration column (nanoAcquity Symmetry C18, 5 µm, 180 µm x 20 mm) and an analytical 409 

column (nanoAcquity BEH C18, 1.7 µm, 75 µm x 250 mm). The peptides were separated by applying 410 

a linear gradient of acetonitrile in 0.1% formic acid (5%-35%) for 2h, at a flow rate of 300 nl/min. The 411 

Q- Exactive was operated in data-dependent mode defined to analyze the ten most intense ions of MS 412 

analysis (Top 10). The MS analysis was performed with an m/z mass range between 300 to 1 600, 413 

resolution of 70 000 FWHM, AGC of 3e6 ions and maximum injection time of 120ms. The MS/MS 414 

analysis was performed with an m/z mass range between 200 to 2 000, AGC of 5e4 ions, maximum 415 

injection time of 60 ms and resolution set at 17 500 FWHM. 416 

Protein ID and Data analysis.  417 

Proteins were identified by comparing all MS/MS data with the proteome database of the complete 418 

reviewed proteome of Rattus norvegicus (Uniprot, release July 2018, 8 054 entries), using the MaxQuant 419 

software version 1.6.1.0 (39,40). Lys-C trypsin specificity was used for the digestion mode with two 420 
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missed cleavages. Carbarmidomethylation of cysteines was set as a fixed modification. N-terminal 421 

acetylation and methionine oxidation were selected as the variable modifications. For MS spectra, an 422 

initial mass tolerance of 6 ppm was selected, and the MS/MS tolerance was set to 20 ppm for HCD data 423 

(41). For identification, the FDR at the peptide spectrum matches (PSMs) and protein level was set to 424 

0.01. Relative, label-free quantification of proteins was performed using the MaxLFQ algorithm 425 

integrated into MaxQuant with the default parameters (42). Analysis of the proteins identified was 426 

performed using Perseus software (http://www.perseus-framework.org/) (version 1.6.2.1) (43). The file 427 

containing the information from identification was used with hits to the reverse database, and proteins 428 

identified with modified peptides and potential contaminants were removed. Then, the LFQ intensity 429 

was logarithmized (log2[x]). Categorical annotation of rows was used to define different groups 430 

depending on the concentration of PCs inhibitor used (0, 50, 100, 150 µM). Multiple-samples tests were 431 

performed using an ANOVA test with a p-value of 0.05 and preserved grouping in randomization. The 432 

results were normalized by Z-score and represented as hierarchical clustering. Functional annotation 433 

and characterization of identified proteins were obtained using PANTHER software (version 14.0, 434 

http://www.pantherdb.org) and STRING (version 10.5, http://string-db.org). 435 

Sub-network Enrichment Pathway Analysis 436 

Using Elsevier's Pathway Studio (version 11.0/ /Elsevier), all relationships between the differentially 437 

expressed proteins among all conditions were depicted based on the Ariadne ResNet (44). For proteins 438 

identified in the shotgun analysis post-stimulation of cell lines with PCs inhibitor, the Subnetwork 439 

Enrichment Analysis (SNEA) algorithm was used to detect the statistically significant altered biological 440 

pathways in which the identified proteins are involved. This algorithm uses Fisher’s statistical test to 441 

detect any non-random associations between two categorical variables organized by a specific 442 

relationship. Also, this algorithm starts by creating a central “seed” from all the relevant identities in the 443 

database and builds connections with associated entities based on their relationship with the seed. SNEA 444 

compares the sub-network distribution to the background distribution using one-sided Mann-Whitney 445 

U- Test and calculates a p-value; thus, representing a statistical significance between different 446 

distributions. In all analyses that we performed, the GenBank ID was used to form experimental groups 447 

http://string-db.org/
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based on the different conditions present for analysis. The pathway networks were reconstructed based 448 

on biological processes and molecular functions for every single protein, along with its associated 449 

targets. 450 

Data and Software Availability 451 

Macrophages proteomics data including MaxQuant files and annotated MS/MS have been deposited to 452 

the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner repository with the dataset identifier 453 

PXD020258 with a Username: reviewer68417@ebi.ac.uk and Password: mRlwauBi. 454 

 455 

Biological assays 456 

Generation of complete and fractions NR8383 supernatants. 457 

NR8383 macrophages were treated with or without 10 µg/ml of Poly (I:C) in complete Ham’s F12K for 458 

24h. At 24h, cell supernatants were centrifuged at 200 x g and passed through a 0.22 µm filter to remove 459 

cells and debris. Supernatants were then used for spheroids stimulation. 460 

Supernatants were also fractionated with Amicon® Ultra Centrifugal Filters. The different molecular 461 

weight cut off were used (100, 50, 30, 10 and 3 kDa) according to the manufacturer’s instruction. The 462 

different fractions were used to stimulate C6 cells.  463 

Isolation of EVs from NR8383 supernatant 464 

After 24h of stimulation with 10 µg/ml Poly (I:C), EVs isolation was performed with multiple 465 

centrifugation steps to eliminate debris and other macro vesicles, with final ultracentrifugation steps 466 

using Optima XPN80, Ultracentrifuge—Beckman Coulter with 70.1 Ti rotor, to obtain EVs pellet. Once 467 

EVs were isolated, we have characterized and quantified them with NanoSight. 468 

Spheroid generation and embedding in a collagen matrix. 469 

C6 rat glioma cells associate or not with NR8383 were resuspended in complete Ham’s F12K medium 470 

supplemented with 5% of collagen mixture at the final concentration of 8,000 cells of each cell line in 471 

20 µl. For human glioma spheroids generation, we used 8 000 NCH82 glioma cells. The collagen 472 
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mixture was prepared by mixing 2 ml of PureCol® bovine collagen type I solution (3 mg/ml; Advanced 473 

BioMatrix) with 250 µl of 10X minimal essential medium (MEM) (Sigma-Aldrich) and 500 µl of 474 

sodium hydroxide 0.1 M. Cells were cultivated in hanging-drop on the lid of a petri dish with PBS during 475 

72h at 37°C in a humidified atmosphere (5% CO2). The newly formed C6 spheroids and mixed 476 

C6/NR8383 spheroids were then implanted in the center of each well of a 24-well plate coated with a 477 

collagen mixture described before (one spheroid per well in 400 µl of collagen mixture per well). After 478 

cell spheroid embedding, the plate was incubated for 30 min at standard culture conditions to solidify 479 

the collagen. Thereafter 400 µl of complete Ham’s F12K medium or conditioned medium from NR8383 480 

was overlaid on the collagen matrix in each well and supplemented with 100 µM of PCs inhibitor. The 481 

complete system was incubated for a total of 4 to 6 days. Experiments were done in biological triplicate 482 

(n=3). Human spheroids were treated with either 10 µg/ml Poly (I:C) (n=2) alone or with 200 or 300 483 

µM of PCs inhibitor (n=3). The complete system was incubated for a total of 4. For the stimulation with 484 

EVs, 10e8 EVs isolated from conditioned media from untreated macrophages and Poly (I:C) pre-treated 485 

macrophages were added to the culture media. Conditioned media depleted of EVs was also used for 486 

mixed spheroids stimulation.  487 

Quantification of spheroid size and invaded area.  488 

After the spheroids were embedded, cell invasion of the spheroid was monitored by digital photography 489 

using a Leica DM IL LED Fluo inverted light microscope (Leica DFC450C camera) at room 490 

temperature, with the Leica Application Suite (LAS V4.4). Images were acquired every day (day 0 = 491 

time of embedding in collagen; pictures were taken immediately after embedding) using a 4x/0.10 492 

objective. Image processing and quantification of spheroids and invasion areas were performed using 493 

in-house software. This in-house software takes into account cell density and not the limits of cell 494 

migration in the collagen matrix, which is observed independently. The implemented algorithm uses 495 

local fluctuations of the image intensity for automated estimation of the invasion magnitude. It is robust 496 

enough to handle micrographs of different generation methods and various qualities without the concept 497 

of an invasive front of the spheroids (24,45). Data of areas are normalized for each day to the relative 498 

size of day zero and transformed into the percentage of invasion. 499 
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Macrophages reactivation quantification by Immunofluorescence on C6/NR8383 spheroids. 500 

Mixed C6/NR8383 spheroids were generated as described before. They were treated with 10 µg/ml of 501 

Poly (I:C) or with 100 µM of PCs inhibitor. Spheroids were also treated with CM from non-treated or 502 

from Poly (I:C)-treated macrophages supplemented or not with PCs inhibitor. After 72h of stimulation 503 

mixed spheroids were rinsed with PBS before fixation with 4% paraformaldehyde for 1 hour and then 504 

washed 3 times in PBS. They were implanted in gelatin 175 mg/mL and frozen at -20°C and -80°C. 505 

Cryostat (Leica Microsystems, Nanterre, France) was used to cut the spheroids with a thickness of 8 μm 506 

per tissue section. The sections where then thaw-mounted on Polylysine-coated slides. Tissue sections 507 

were incubated in blocking buffer (0.01% Triton, 1% Normal Donkey Serum (NDS) and 1% BSA in 508 

PBS) for 1 hour to avoid nonspecific background staining. Mixed spheroids were then incubated 509 

overnight at 4◦C with primary antibodies directed against rabbit anti-CD206 (1:1 000, from Abcam), 510 

goat anti-arginase 1 (1:500, from Novus) and mouse anti-CD68 (1:50, from bio-rad).  After 2 washes 511 

for 1 min in PBS/Tween 20 0.1% and 3 washes for 5 min in PBS, the mixed spheroids were incubated 512 

for 1 hour at room temperature with secondary donkey anti-mouse antibody conjugated to Alexa Fluor 513 

555 or with secondary donkey anti-rabbit or donkey anti-goat IgG antibody conjugated to Alexa Fluor 514 

488 diluted in blocking buffer (dilution 1:200, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Mixed spheroids were 515 

rinsed with PBS/Tween 20 0.1% and PBS and counterstained with Hoechst (1:10 000 from euromedex) 516 

for 20 min at 4 ◦C. Finally, after the last PBS washing, spheroids were mounted on a slide with Dako 517 

Fluorescent Mounting Medium (Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA). Control experiments were 518 

performed following the same immunostaining protocol without the primary antibody incubation. 519 
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FIGURE LEGENDS 663 

 664 

Fig 1: Poly (I:C) induces an immune response by macrophages. A) NR8383 macrophages were 665 

stimulated or not with Poly (I:C) (5, 10 or 15 µg/ml). Cells were lysed before FASP and LC-MS/MS 666 

analysis. MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a heatmap was 667 

generated to show proteins that were significantly different between treated and untreated macrophages. 668 

Two clusters are highlighted. B) Global pathway analyses of clusters 1 and 2. 669 
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 670 

Fig 2: Poly (I:C) induces secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophages and immune-671 

related proteins over-expression. A) NR8383 macrophages were stimulated or not with Poly (I:C) (5, 672 

10 or 15µg/ml). Conditioned media were digested and analyzed with LC-MS/MS. MaxQuant and 673 

Perseus software were used for the statistical analysis, and a heat map was generated to show proteins 674 

that were significantly different between treated and untreated macrophages. Two clusters are 675 

highlighted. B) Global pathway analyses of clusters 1 and 2. 676 
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 679 

Fig. 3: PCs inhibitor associated with the conditioned media of Poly (I:C) activated macrophages 680 

has an anti-tumoral effect. C6 (i) and mixed C6/NR8383 (ii) spheroids were incubated with vehicle 681 

(DMSO), or with 10µg/ml of Poly (I:C), or with 100µM of PCs inhibitor or with both Poly (I:C) and 682 

PCs inhibitor. Spheroids were also incubated with conditioned media (CM) from untreated macrophages 683 

complemented with PCs inhibitor or vehicle (DMSO) or from macrophages treated with Poly (I:C) for 684 

24h (i.e CM Poly (I:C)) complemented with PCs inhibitor or vehicle (DMSO). Images of spheroids in 685 

the collagen matrix were taken every 24h for 4 days. A) Graphic representation showing the percentage 686 

of C6 (i) and mixed C6/NR8383 (ii) spheroids invasion. Significant differences were identified using 687 

Tukey's multiple comparisons test with **** p<0.0001 ; *** p<0.001 ; ** p<0,01. B) Representative 688 

images of the invasion of C6 (i) spheroids and mixed C6/NR8383 (ii) spheroids in the collagen matrix 689 

at day 0 and day 4. Spheroids were incubated with (DMSO), or with CM from untreated macrophages 690 

complemented with DMSO, or with CM from macrophages treated with Poly (I:C) for 24h 691 

complemented with PCs inhibitor. All images were acquired with an inverted light microscope at 5x 692 

magnification. Scale bar: 500 μm. 693 
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 694 

Fig. 4: Conditioned media from Poly (I:C) treated-macrophages leads to the C6 glioma cells 695 

necrosis. C6 cell line was incubated with Poly (I:C) (10µg/ml), PCs inhibitor (100 or 300µM), TMZ 696 

(600 µM), the conditioned media (CM) from untreated macrophages complemented with DMSO, the 697 

CM from Poly (I:C) pretreated macrophages complemented with DMSO, PCs Inhibitor (100µM) or 698 

with Taxol (30 µM). (A) Necrosis was monitored with RealTime-Glo™ Apoptosis and Necrosis Assay. 699 

(B) The C6 proliferation was studied with BrDU incorporation. All the results were representative of 700 

three independent experiments. Significant differences were identified using Tukey's multiple 701 

comparisons test with **** p<0.0001 ; *** p<0.001 ; ** p<0,01 *<0.05 ; ns = non significate. 702 
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 704 

Fig. 5: Poly (I:C) associated with PCs inhibitor induces immune-related proteins over-expression 705 

and underexpression of pro-tumoral proteins. A) NR8383 WT macrophages were stimulated with 706 

10 µg/ml of Poly (I:C) associated or not with 100 µM of PCs inhibitor. Cells were lysed before FASP 707 

and LC-MS/MS analysis. MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a 708 

heat map was generated to show proteins that were significantly different between treated and untreated 709 

macrophages. Three clusters are highlighted (1, 2 and 3). B) Global pathway analyses of clusters 1 and 710 

3. 711 
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 712 

Fig. 6: Poly (I:C) associated with PCs inhibitor induces secretion of pro-inflammatory cytokines 713 

by macrophages. NR8383 WT macrophages were stimulated with 10 µg/ml of Poly (I:C) associated or 714 

not with 100 µM of PCs inhibitor. Conditioned media were digested and analyzed with LC-MS/MS. A) 715 

MaxQuant and Perseus software were used for the statistical analysis, and a heatmap was generated to 716 

show proteins that were significantly different between treated and untreated macrophages. Two clusters 717 

are highlighted (1 and 2). B) Global pathway analyses of clusters 1 and 2. 718 
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 719 

Fig 7: Conditioned media from Poly (I:C) treated macrophages combine with PCs inhibitor 720 

decrease the Arginase expression into mixed spheroids. Mixed C6/NR8383 spheroids were incubated 721 

for 24h with vehicle (DMSO), or with 10µg/ml of Poly (I:C) or with 100µM of PCs inhibitor. Spheroids 722 

were also incubated with conditioned media (CM) from untreated macrophages complemented with 723 

vehicle (DMSO) or from macrophages treated with Poly (I:C) for 24h (i.e CM Poly (I:C)) complemented 724 

with PCs inhibitor. A: Confocal images of mixed spheroids after cryosection and immunofluorescence 725 

staining for Hoechst (blue), CD68 (red) and Arginase 1 (green) are shown. B: Percentage of 726 

macrophages (CD68) expressing arginase 1 or CD206. Significant differences were identified using T 727 

test with ** p<0,01 and *<0.05. 728 
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 729 

Supp. Figure 1: Anti-tumoral factors secreted by Poly (I:C) pre-treated macrophages have a 730 

molecular weight ranging between 50-100 kDa. Conditioned media from Poly (I:C) pre-treated 731 

macrophages and untreated macrophages were split in different fraction with molecular weight filter. 732 

C6 rat glioma cells were incubated with complete conditioned media from Poly (I:C) pre-treated 733 

macrophages or with different fractions of this conditioned media. The cell density of C6 cells was 734 

determined by MTS assay. The assays were conducted for 3 days. All the results were representative of 735 

three independent experiments. Significant differences were identified using Tukey's multiple 736 

comparisons test with ** p<0,01. 737 
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 739 

Supp. Figure 2: PCs inhibitor and Poly (I:C) has an anti-tumoral effect on the human glioma cell 740 

line NCH82. NCH82 spheroids were incubated with vehicle (DMSO), or with 10µg/ml of Poly (I:C), 741 

or with 200µM or 300µM of PCs inhibitor. Images of spheroids in the collagen matrix were taken every 742 

24h for 4 days. A) Graphic representation showing the percentage of spheroids invasion after a treatment 743 

with Poly (I:C) (n=2) or PCs inhibitor (n=3). Significant differences were identified using Tukey's 744 

multiple comparisons test with **** p<0.0001 ; ** p<0,01 and * p<0.05. B) Representative images of 745 

the invasion of untreated and Poly (I:C) treated NCH82 spheroids in the collagen matrix at day 0 and 746 

day 4. All images were acquired with an inverted light microscope at 5x magnification. Scale bar: 100 747 

μm. 748 
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 749 

Supp. Figure 3: Impact of Poly (I:C) pre-treated NR8383 derived EVs on mixed macrophages and 750 

glioma spheroids. A: NanoSight nanoparticle tracking analysis for extracellular vesicles (EVs) of 751 

NR8383 treated or not with 10 µg/ml of Poly (I:C). B: Quantification of invasion of mixed NR8383/C6 752 

spheroids in presence of EVs isolated from the CM of NR8383 treated or not with Poly (I:C) compared 753 

to control mixed spheroids without EVs and mixed spheroids with CM depleted of EVs. This experiment 754 

was done once (n=1). 755 

Supp. Data 1: List of identified protein from Cluster 1 & 2 of NR8383 cells treated with Poly (I:C). 756 

Supp. Data 2: List of identified protein from Cluster 1 & 2 of conditioned media from NR8383 treated 757 

with Poly (I:C). 758 

Supp. Data 3: List of identified protein from Cluster 1, 2 & 3 of NR8383 cells treated with Poly (I:C) 759 

associated or not with PCs inhibitor. 760 

Supp. Data 4: List of identified protein from Cluster 1 & 2 of conditioned media from NR8383 treated 761 

with Poly (I:C) associated or not with PCs inhibitor. 762 
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Conclusions et perspectives 

 L’ensemble des résultats a permis de mettre en avant que le Poly (I:C) induit un 

phénotype qui réduit les capacités immunomodulatrices des macrophages en faveur de leurs 

fonctions immunitaires. Ainsi, la sécrétion accrue de facteurs pro-inflammatoires et de 

protéines impliquées dans les fonctions immunitaires des macrophages, telles que la 

phagocytose et le recrutement de cellules immunitaires laisse suggérer que, sous Poly (I:C), 

les macrophages NR8383 s’orientent vers un profil M1. Ces résultats supportent ceux décrits 

par Kees et ses collègues (Kees et al., 2012). Ces derniers ont démontré que la stimulation de 

macrophages et de cellules microgliales isolés de gliomes avec du Poly (I:C) induit une 

orientation pro-inflammatoire et anti-tumorale de ces derniers.  

En combinant l’inhibition de PCs au Poly (I:C), nous voulions accentuer ce phénotype 

pro-inflammatoire et anti-tumoral et aussi conserver un effet thérapeutique au sein d’un 

modèle associant les cellules cancéreuses aux macrophages. L’analyse protéomique des 

macrophages a pu mettre en avant une complémentarité entre l’inhibition de PCs et la 

stimulation du TLR3 par le Poly (I:C). L’inhibiteur de PCs induit un phénotype pro-

inflammatoire et réduit considérablement la sécrétion de facteurs pro-tumoraux par les 

macrophages. Le Poly (I:C), quant à lui, induit l’expression de protéines impliquées dans la 

réponse immunitaire et la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et anti-tumoraux actifs 

contre les cellules de gliomes. Comme mentionné précédemment, il serait intéressant de 

compléter l’analyse du phénotype des macrophages par des puces à cytokines ou encore en 

étudiant l’expression de différents marqueurs du phénotype pro- et anti-tumoral. La 

complémentarité des deux agents pourrait ainsi être mise en avant de manière plus 

prononcée. Il serait également intéressant, d’un point de vue fondamental, d’identifier les 

différentes voies de signalisation activées. Par exemple, en analysant la translocation 

nucléaire de NF-κB ou encore la phosphorylation d’IRF3 par Western Blot nous pourrions nous 

assurer de l’activation des deux voies.  

De plus, l’inhibiteur agit directement sur les cellules cancéreuses en diminuant non 

seulement leur viabilité et leur invasion mais aussi leur capacité immunosuppressive. Ceci 

pourrait rendre la tumeur plus sensible aux différentes chimiothérapies et également 

diminuer son action immunosuppressive sur les macrophages. Face à ce constat, nous avons 

décidé de coupler les propriétés de chaque molécule. Nous avons donc utilisé le Poly (I:C) pour 

stimuler les macrophages et déclencher la sécrétion de facteurs anti-tumoraux et l’inhibiteur 
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pour stimuler les cellules de gliome et ainsi réduire le développement tumoral et leur capacité 

immunosuppressive. Cette combinaison vise à obtenir le meilleur effet thérapeutique.  

Les tests d’invasion réalisés sur les sphéroïdes ne permettent pas de mettre en avant 

une complémentarité significative de l’inhibiteur de PCs et des facteurs anti-tumoraux 

sécrétés par les macrophages stimulés au Poly (I:C). Le pourcentage d’invasion des sphéroïdes 

est déjà très bas lorsqu’ils sont cultivés avec les facteurs anti-tumoraux des macrophages 

stimulés au Poly (I:C). C’est pourquoi il est très difficile d’observer un potentiel effet additif de 

l’inhibiteur de PCs dans ces conditions. Nous voulions donc confirmer cette complémentarité 

thérapeutique par d’autres expériences. Nous avons donc évalué l’impact de l’association du 

sécrétome de macrophages traités au Poly (I:C) et de l’inhibiteur de PCs non plus sur l’invasion 

mais sur la viabilité des cellules de gliome. Ainsi, la même tendance préalablement observée 

sur l’invasion des sphéroïdes est retrouvée sur la viabilité des C6 (Figure 24). Le sécrétome de 

macrophages stimulés au Poly (I:C) diminue la densité cellulaire de 60%. L’ajout de l’inhibiteur 

de PCs à ce sécrétome accentue cette diminution à 80%. En comparaison de l’activité anti-

tumorale exercée par chacun des agents, l’ensemble des résultats semble confirmer que 

l'ajout de l’inhibiteur de PCs au sécrétome de macrophages traités au Poly (I:C) permet 

d'obtenir un effet additif.  
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Figure 24 : Evaluation de l'effet additif de l'inhibiteur de PCs et du sécrétome de macrophages pré-

stimulés au Poly (I:C) sur la viabilité des cellules de gliome C6.  

La densité cellulaire des cellules de gliomes C6 a été déterminée grâce au kit MTS CellTiter. Les mesures 

ont été réalisées à 0 et 72h. Les résultats ont été transformés en pourcentage par rapport à la valeur 

de DO obtenue à 0h. Le test a été réalisé en duplicat biologique. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Le cancer est une des causes majeures de mortalité dans le monde. De récentes 

avancées ont permis une meilleure appréhension de cette maladie insidieuse. Récemment, le 

microenvironnement tumoral est apparu comme étant un acteur clé dans la progression de la 

tumeur. Cette découverte a mené au développement d’agents anti-cancéreux ciblant les 

composants de ce microenvironnement, notamment la vascularisation ou encore le système 

immunitaire. Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) présentent un grand intérêt en 

oncoimmunologie. En effet, la plasticité phénotypique des macrophages joue un rôle essentiel 

dans le développement tumoral (Palucka and Coussens, 2016). Pour classer les propriétés et 

fonctions des macrophages, le concept de polarisation M1 /M2 a été introduit (Mantovani 

and Sica, 2010). Il est considéré que les TAMs présentent un phénotype se rapprochant du 

phénotype anti-inflammatoire et pro-tumoral M2. De ce fait, ils sont étroitement associés à la 

progression tumorale, notamment la prolifération, l'angiogenèse ou encore le développement 

de métastases. De plus, leur quantité abondante au sein du microenvironnement tumoral 

peut être corrélée avec un mauvais pronostic. En effet, ils constituent bien souvent une 

barrière aux immunothérapies émergentes. Ceci est clairement observé dans le cas des 

glioblastomes (GBMs) qui sont des tumeurs cérébrales incurables (Chen et al., 2017). 

Ce projet s’est placé dans la problématique que pose l’échappement des cellules 

cancéreuses au système immunitaire. L’objectif était donc de développer une stratégie 

thérapeutique visant à réorienter les TAMs vers un phénotype anti-tumoral. Notre approche 

a consisté à combiner l’inhibition de proprotéines convertases (PCs) et l’activation de TLRs. 

Les PCs, notamment PC1/3 et la furine, jouent un rôle majeur dans la modulation des fonctions 

immunitaires des macrophages (Cordova et al., 2016; Duhamel et al., 2015, 2016a; Gagnon et 

al., 2013; Refaie et al., 2012). En effet, son inhibition conduit à la sécrétion spontanée de 

cytokines pro-inflammatoires, accentuée par la stimulation du TLR4 par le LPS (Duhamel et al., 

2015) ou le Paclitaxel (Duhamel et al., 2018) (Chapitre I). L’inhibition de PC1/3 au sein des 

macrophages associée à la stimulation du TLR4 provoque également la sécrétion de facteurs 

anti-tumoraux efficaces contre les lignées cellulaires humaines de cancers du sein SKBR3 et de 

l’ovaire SKOV3 (Duhamel et al., 2015) ainsi que contre la lignée cellulaire de gliome de rat C6 

(Duhamel et al., 2018). Il semblerait donc que l’inhibition de PC1/3 couplée à la stimulation 

du TLR4 soit une stratégie efficace in vitro pour orienter les macrophages vers un phénotype 
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M1 pro-inflammatoire et anti-tumoral. Ces résultats sont donc très encourageants, d’autant 

plus que cette stratégie est efficace dans un environnement immunosuppresseur mimé par 

une stimulation avec la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ou par une co-culture en trois 

dimensions des macrophages et des cellules cancéreuses sous forme de sphéroïdes (Duhamel 

et al., 2018). Pour améliorer cette stratégie thérapeutique, nous avons décidé d’utiliser un 

inhibiteur de plusieurs PCs dans le but d’agir à la fois sur les cellules cancéreuses et sur les 

macrophages. Ainsi, nous avons démontré une activité anti-tumorale de l’inhibiteur de PCs 

utilisé contre plusieurs lignées cellulaires de GBMs et aussi contre plusieurs types de cancers. 

De plus, ce dernier réduit les capacités immunosuppressives des cellules de gliome C6, 

réduisant ainsi leur influence sur le phénotype des macrophages. Par ailleurs, l’inhibiteur de 

PCs induit une orientation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire et réduit 

la quantité de facteurs pro-tumoraux qu'ils sécrètent (Rose et al., 2020). Toutes les conditions 

sont ainsi réunies pour une reprogrammation efficace des macrophages au sein de la tumeur. 

Cette stratégie thérapeutique est d’autant plus efficace lorsque l’inhibiteur de PCs est utilisé 

en association avec le Poly (I:C), ligand du TLR3. Ce dernier oriente les macrophages vers un 

profil pro-inflammatoire et anti-tumoral. Les facteurs sécrétés par les macrophages stimulés 

au Poly (I:C) sont très efficaces contre les cellules de gliome de rat C6 et ce, même lorsque les 

cellules cancéreuses sont associées aux macrophages. Nos travaux ont donc démontré in vitro 

l’efficacité de notre stratégie thérapeutique dans l’orientation des macrophages vers un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral. La complémentarité de l’inhibiteur de PCs et 

du Poly (I:C) a ainsi été mise en avant (Tableau 4).  

Tableau 4 : Complémentarité de l’inhibiteur de PCs et du Poly (I:C) dans une stratégie thérapeutique de 

reprogrammation des macrophages au sein de gliome.  

– symbolise l’absence de résultats ; 0 représente l’absence d’activité de la part des agents (Poly (I:C) ou 

inhibiteur de PCs) ; X représente l’activité de l’agent et XX une activité accentuée.  

 Activité anti-

tumorale 

Orientation 

M1 des Mφ 

↓ de facteurs 

pro-tumoraux 

par les Mφ 

↓ de facteurs 

pro-tumoraux 

par les C6 

Inhibiteur de PCs X X X X 

Poly (I:C) 0 X 0 - 

MC Poly (I:C) + 

Inhibiteur de PCs 
X XX X X 
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Pour poursuivre cette étude, nous allons tout d'abord valider le phénotype des 

macrophages par différentes techniques précédemment utilisées. Pour ce faire, nous allons 

utiliser des puces à cytokines pour identifier et quantifier les cytokines présentes dans le 

milieu conditionné des macrophages traités au Poly (I:C) en association ou non avec 

l’inhibiteur et dans le milieu conditionné des sphéroïdes mixtes. Cela nous permettra de 

déterminer l’état inflammatoire de l’environnement dans lequel évoluent les cellules 

cancéreuses associées aux macrophages. Les observations précédentes sur la réduction des 

capacités immunosuppressives des cellules cancéreuses et sur l’orientation pro-inflammatoire 

des macrophages seront ainsi validées. Les immunofluorescences précédemment réalisées 

tendent à démontrer une réduction de la proportion des macrophages de phénotype anti-

inflammatoire M2. Nous compléterons et validerons ces observations en étudiant l’expression 

de marqueurs associés au phénotype pro-inflammatoire M1 tels que le CMH II, CD86 ou l’IL-

1R (Mantovani et al., 2004). La capacité des macrophages à mener une réponse immunitaire 

ciblant les cellules cancéreuses devra également être étudiée. Ainsi, comme mentionné 

précédemment, leur activité phagocytaire sera analysée par l'étude de l’ingestion de 

particules fluorescentes. Le recrutement de cellules immunitaires sera quant à lui étudié grâce 

au test utilisant la chambre de Boyden. L’ensemble de ces résultats nous donnera des 

indications sur l’efficacité de la stratégie pour pouvoir évoluer vers un modèle complexe 

associant cellules cancéreuses, macrophages et autres cellules immunitaires comme les 

lymphocytes T cytotoxiques ou encore les cellules NK, impliquées dans l’élimination des 

cellules cancéreuses. 

L’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit démontre que l’association 

entre l’inhibition de PCs et stimulation des macrophages au Poly (I:C) est une stratégie de 

reprogrammation des macrophages efficace au sein de gliome. Ces résultats encourageants 

d’un point de vue thérapeutique laissent envisager la possibilité d’une thérapie cellulaire 

utilisant les macrophages du patient qui seraient orientés vers un phénotype anti-tumoral in 

vitro puis réinjectés. En couplant notre stratégie de réactivation des macrophages à une 

stratégie telle que les CAR, mentionnée précédemment (Figure 5), nous pourrions développer 

une stratégie thérapeutique ciblée qui, associée aux chimiothérapies existantes, serait une 

avancée majeure dans le traitement des GBMs.  
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Les CAR-T sont des lymphocytes T modifiés avec des récepteurs à antigènes 

chimériques qui reconnaissent un antigène tumoral. Cela leur permet de cibler les cellules 

cancéreuses et d’initier une réponse immunitaire contre la tumeur. Cette stratégie a 

démontré une bonne efficacité clinique dans les cancers hématologiques tels que les 

lymphomes ou les leucémies (Mcgranahan et al., 2019) mais une efficacité plus modérée au 

sein de tumeurs solides telles que les GBMs. En effet, plusieurs obstacles à l’utilisation de cette 

thérapie contre les GBMs existent à ce jour. Parmi ceux-ci, l’environnement 

immunosuppresseur retrouvé au sein des tumeurs constitue un frein à l’activité immunitaire 

des CAR-T (Bagley et al., 2018). La création de macrophages CAR associée à la stratégie 

thérapeutique décrite dans les trois chapitres précédents permettrait de contrecarrer cette 

immunomodulation. En effet, l’inhibition de PCs au sein des cellules cancéreuses réduit leurs 

capacités pro-tumorales et immunosuppressives (Rose et al., 2020) (Chapitre II). De plus, nous 

avons démontré que le phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral des macrophages est 

résistant à un environnement immunosuppresseur, qu’il soit mimé par une stimulation avec 

la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ou par une co-culture entre les cellules cancéreuses et les 

macrophages sous forme de sphéroïdes (Chapitre I et III). Aussi, le choix des antigènes cibles 

est très important pour éviter une réactivité croisée avec les tissus sains et engendrer des 

effets secondaires. De plus, les GBMs sont des tumeurs très hétérogènes. Les antigènes 

exprimés par les cellules cancéreuses qui pourraient être ciblés par les macrophages CAR 

seraient donc différents d’un patient à un autre mais aussi au sein même de la tumeur. C’est 

le cas par exemple pour l’IL-13 Rα2 et l’EGFvIII, antigènes candidats pour le développement 

des CAR-T au sein des GBMs. Il est donc nécessaire d’étudier et de découvrir de nouveaux 

antigènes cibles afin de répondre à ces défis d’hétérogénéité et de spécificité.  

L’ensemble de ces travaux et les perspectives envisagées indiquent que cette stratégie 

pourrait conduire à une avancée thérapeutique encourageante dans le cadre de la 

reprogrammation des macrophages au sein de GBMs et être utilisée dans le cadre de 

différents types de cancers.  
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Résumé 

Au sein des tumeurs cérébrales telles que les gliomes, les macrophages infiltrants sont abondants et 

associés à un mauvais pronostic. Leur plasticité fonctionnelle joue un rôle essentiel dans le 

développement tumoral. En effet, ils présentent un phénotype pro-tumoral et anti-inflammatoire 

favorisant la croissance tumorale et l’inhibition de la réponse immunitaire. Par ailleurs, ils contribuent 

au développement d'une résistance face aux chimiothérapies. Le but de ce projet a donc consisté au 

développement d’une stratégie thérapeutique permettant de réorienter les macrophages vers un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-tumoral. Pour cela, nous avons ciblé la proprotéine convertase 

1/3 qui a récemment été démontrée comme étant un acteur clé de la reprogrammation des 

macrophages. Ainsi, nous avons démontré que l'inhibition de cette enzyme au sein des macrophages 

entraîne une sécrétion spontanée de facteurs pro-inflammatoires. De plus, la combinaison de 

l’inhibition de la proprotéine convertase 1/3 à la stimulation du récepteur de type Toll 4 (TLR4) avec 

du Paclitaxel induit la sécrétion de facteurs anti-tumoraux efficaces contre une lignée cellulaire de 

gliome. Nous avons également démontré que l’inhibition de plusieurs proprotéines convertases grâce 

à un inhibiteur commercial réduisait considérablement la viabilité et l’invasion de cellules de gliome 

cultivées en présence de macrophages. Outre son activité anti-tumorale directe, cet inhibiteur diminue 

la capacité immunosuppressive des cellules cancéreuses ainsi que les fonctions pro-tumorales des 

macrophages. Enfin, nous avons démontré qu'un traitement avec le Poly (I:C), ligand du TLR3, 

complète l'action de l’inhibiteur de proprotéines convertases. Cette stratégie est donc encourageante 

pour la reprogrammation des macrophages dans le cadre d’une nouvelle thérapie contre les gliomes.  

Mots clés : Reprogrammation, Proprotéine convertase, TLR, Gliome, Immunothérapie 

 

Abstract 

In brain tumors such as gliomas, infiltrating macrophages are abundant and associated with a poor 

prognosis. Their functional plasticity is essential for tumor development. They exhibit anti-

inflammatory and pro-tumoral phenotype promoting tumor growth and immunosuppression. 

Moreover, they impact the efficacy of chemotherapy and may lead to drug resistance. Therefore, this 

project aims at reorienting macrophages towards a pro-inflammatory and anti-tumoral phenotype. For 

this purpose, the proprotein convertase 1/3 (PC1/3) has been targeted since it plays a key role to skew 

their phenotype. Indeed, we showed that macrophages released spontaneously pro-inflammatory 

factors after PC1/3 inhibition. Besides, PC1/3 inhibition combined with TLR4 activation with Paclitaxel 

induced the secretion of anti-tumoral factors effective against a glioma cell line. To go further, we also 

inhibited various proprotein convertases with a commercial inhibitor. We found that such treatment 

reduced the viability and the invasion of glioma cells in co-culture with macrophages. In addition to its 

direct anti-tumoral activity, it decreased the immunosuppressive capacity of cancer cells as well as the 

pro-tumoral functions of macrophages. Finally, we also demonstrated that stimulation of TLR3 with 

Poly (I:C) sustained the activity of the proprotein convertases inhibitor. Therefore, proprotein 

convertases inhibition associated with TLR activation is a promising strategy to reactivate tumor-

associated macrophages and develop a potent anti-glioma therapy. 

Keyword: Reprogrammation, Proprotein Convertase, TLR, Glioma, Immunotherapy 
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