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Les macrophages jouent un rôle important dans les réponses immunitaires innées et 

adaptatives et participent au maintient de l’homéostasie tissulaire. Longtemps décrits comme 

des cellules "éboueuses" participant à la clairance et à l'élimination d'agents pathogènes, leurs 

fonctions dans la réponse immunitaire s'avèrent beaucoup plus complexes. En effet, les 

macrophages ne sont pas simplement des cellules douées d'une activité phagocytaire mais 

assurent aussi de nombreuses autres fonctions, leur permettant de participer d'une part à 

l'élimination d'agents pathogènes mais également au processus de réparation tissulaire et de 

régulation de l'inflammation. En fonction de l'environnement, les macrophages peuvent 

adapter leurs fonctions selon différentes modalités, on parle alors de polarisation. On 

distingue de façon dichotomique, la polarisation dite "classique" de type M1 dont l'activité est 

pro-inflammatoire et l'activation dite "alternative" de type M2 qui participe à la régulation de 

l'inflammation et au phénomène de réparation tissulaire. En fonction de leur localisation 

tissulaire, les macrophages acquièrent des propriétés fonctionnelles distinctes (Gordon et al., 

2005; Murray et al., 2011a). Parmi les macrophages tissulaires, les macrophages pulmonaires 

sont les seuls à être exposés de manière directe aux différents composés de l’air inspiré. Cette 

localisation stratégique leur confère un rôle protecteur et de défense contre les différents 

pathogènes et/ou particules inhalées mais les implique aussi dans le développement de 

pathologies respiratoires comme l’asthme et la broncho pneumopathie chronique obstructive 

(BPCO) (Pappas et al., 2013). La polarisation des macrophages fait l’objet de nombreuses 

études, principalement dans des modèles cellulaires de macrophages murins, monocytes et de 

macrophages dérivés de monocytes sanguins humains (Stein et al., 1992; Mills et al., 2000; 

Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013; Martinez et al., 2013; Gundra et al., 2014; Italiani et 

al., 2014; Xue et al., 2014). Cependant des divergences inter-espèces entre les marqueurs de 

polarisation ont été rapportées entre les macrophages murins et les macrophages dérivés de 

monocytes humains (Martinez et al., 2013). Par exemple, l’expression de certaines enzymes 

telles que la NO synthétase inductible (iNOS) et l’Arginase-1 (Arg1) est décrite comme 

marqueur de la polarisation M1 et M2 respectivement dans les macrophages murins mais 

n’est pas modulée dans les macrophages dérivés de monocytes humains (Murray et al., 

2011b; Shay et al., 2013). Une hétérogénéité des phénotypes est également observables entres 

les différents macrophages tissulaires chez l’Homme (macrophages péritonéaux, macrophages 

pulmonaires, cellules de Kupffer, migcrogliocytes) (Stout et al., 2004). De plus, des études 

rapportent que les marqueurs de la polarisation identifiés dans les macrophages dérivés de 

monocytes sont différents de ceux mis en évidence dans les macrophages tissulaires (Stout et 
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al., 2004; Li et al., 2007; Gundra et al., 2014). La maturation in vitro des monocytes en 

macrophages est sous la dépendance de facteur de stimulation comme le M-CSF 

(Macrophage Colony Stimulating Factor) et le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor). Ces deux facteurs modulent l’état de polarisation des macrophages, avec 

une orientation des macrophages vers le phénotype M1 par le GM-CSF et M2 par le M-CSF 

(Vogel et al., 2014). La méthode de culture des macrophages dérivés de monocytes influence 

donc l’état de polarisation des macrophages, limitant ainsi la transposition des données à des 

macrophages différenciés in situ et isolés à partir de leur localisation tissulaire. 

La polarisation des macrophages joue un rôle dans certaines pathologies inflammatoires 

comme l’asthme, la BPCO, les cancers, les maladies auto-immunes et métaboliques où un 

déséquilibre de la balance M1/M2 est observé (Chinetti-Gbaguidi et al., 2011; Murray et al., 

2011a; Pappas et al., 2013). La connaissance des marqueurs de polarisation des macrophages 

tissulaires est donc nécessaire pour mieux comprendre les réponses inflammatoires dans ces 

différentes pathologies. 

Ainsi, la caractérisation des marqueurs et des voies de régulation de la polarisation sur des 

macrophages pulmonaires humains est un axe de recherche important pour mieux comprendre 

l'implication de ces cellules. 

Nous avons dans un premier temps étudié les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles 

de la polarisation M1 et M2 des macrophages pulmonaires humains en se focalisant sur 

l’étude des marqueurs membranaires et la production de médiateurs de l’inflammation 

(cytokines, chimiokines et les métabolites lipidiques).  

Dans un second temps, nous avons exploré de manière pharmacologique, deux voies de 

régulation de la polarisation des macrophages pulmonaires humains. La voie des 15-

lipoxygénases, une enzyme du métabolisme lipidique, et la voie du système cholinergique non 

neuronal via les récepteurs nicotiniques de type α7, dans les macrophages pulmonaires 

humains polarisés M1 et M2.  
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I. Les macrophages, cellules clés de l’inflammation  

A. Définition et origine 

  

 C’est à la fin du XIX
e
 siècle que le terme macrophage fut employé pour la première 

fois par Elie Metchnikoff pour décrire l’existence de cellules très mobiles capables de 

phagocyter des bactéries chez des invertébrés et qui lui vaudront l’obtention du prix Nobel en 

1908 (Tauber, 2003). Les macrophages sont issus de la différenciation des monocytes 

sanguins concomitante à leur passage tissulaire (Figure 1). Les macrophages ont pour origine 

le CFU-ML (Coloning Forming Unit of Myeloid and lymphoid cells). Sous l’influence de 

cytokines et de facteurs de croissance comme le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor), le CFU-ML se différencie en CFU-GM (Coloning Forming Unit of 

Granulocyte and Macrophage Cells), précurseur des granulocytes et macrophages. Sous 

l’action combinée du facteur de croissance M-CSF et GM-CSF, le CFU-GM se différencie en 

progéniteur CFU-M (Coloning Forming Unit of Macrophage) puis en monocytes (Auffray et 

al., 2009). Les monocytes passent dans la circulation sanguine et migrent dans les tissus où ils 

vont se différencier en macrophages ou en cellules dendritiques myéloïdes et y vivent entre 3 

mois et 3 ans.  

 

 

Figure 1 : Origine et différenciation des macrophages à partir des monocytes 

(Gordon, 2003) 

 Les monocytes représentent 3-7% des leucocytes sanguins chez l’Homme. Les 

monocytes peuvent circuler dans le sang pendant 1 à 3 jours avant d’être recrutés vers les 
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tissus sous l’influence des mécanismes physiologiques de "homing" ou de stimuli 

inflammatoires. Au cours d’une réponse inflammatoire, les monocytes sanguins sont recrutés 

vers le tissu via l’expression du récepteur CCR2 (CC chemokine receptor type 2), afin 

d’augmenter leur nombre au site de l'inflammation (Serbina et al., 2006; Serbina et al., 2008). 

Une prolifération in situ des macrophages résidents est également observée au sein des tissus 

(Jenkins et al., 2011; Amano et al., 2014). Le passage des monocytes vers le tissu se fait par 

adhérence des monocytes à l’endothélium vasculaire via l’expression de molécules 

d’adhésions reconnues à la surface des cellules endothéliales. La maturation des monocytes en 

macrophages tissulaires est accompagnée d’une perte d’expression des récepteurs CCR2 et 

d’une augmentation de l’expression des récepteurs CCR1 et CCR5 (Fantuzzi et al., 1999; 

Kaufmann et al., 2001). Les macrophages participent activement aux défenses immunitaires 

innées via la reconnaissance d’une grande majorité de pathogènes (virus, bactéries, parasites, 

champignons). Cette identification se base sur la reconnaissance de motifs moléculaires très 

conservés et caractéristiques des microorganismes : les PAMP (Pathogen Associated 

Molecular Pattern) associés à des récepteurs spécifiques, les PRR (Pathogen Recognition 

Receptor)  exprimés à la surface des macrophages (Gordon, 2002). Parmi ces PPR, ont 

trouvent les récepteurs Toll-Like (TLR), les récepteurs scavenger, les récepteurs au 

complément et les récepteurs de type lectine, impliqués dans la reconnaissance des 

pathogènes mais également des débris cellulaires et des cellules apoptotiques (Gordon, 2002). 

L’interaction pathogènes/PRR entraîne une activation fonctionnelle des macrophages 

impliquée dans la réponse immunitaire innée via la sécrétion de médiateurs de l’inflammation 

(cytokines, chimiokines, espèces réactives de l’oxygène et de l’azote et métabolites 

lipidiques) et l’activité phagocytaire des macrophages pour neutraliser les microorganismes 

(Murray et al., 2011a). Les macrophages sont également impliqués dans la réaction 

immunitaire adaptative via la présentation d’antigènes aux cellules du système immunitaire 

inné que sont les lymphocytes T et B (Niedergang et al., 2004). Les macrophages sont les 

garants de l’homéostasie et de l’intégrité des tissus; ils ont un rôle essentiel dans la réparation 

tissulaire, la résolution de l’inflammation, le remodelage tissulaire et l’angiogénèse (David 

Dong et al., 2009; Murray et al., 2011a).  

Les macrophages sont impliqués dans de nombreuses fonctions. L’environnement spécifique 

de chaque tissu influence la différenciation des macrophages qui acquièrent une spécificité 

fonctionnelle au sein du tissu dans lequel ils résident.  Ainsi, les macrophages sont divisés en 
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sous-populations en fonction de leur localisation anatomique et leur phénotype fonctionnel 

(Murray et al., 2011a) (Figure 2). 

 

Figure 2 : Localisation anatomique et propriétés fonctionnelles des sous-populations de 

macrophages tissulaires 

(Murray et al., 2011a) 

 

B. Les macrophages pulmonaires 

Population 

  Les macrophages pulmonaires sont les seuls macrophages tissulaires à être en contact 

direct avec le milieu extérieur. De par cette localisation stratégique, les macrophages 

pulmonaires jouent un rôle clé dans la défense contre les agressions extérieur. Il existe 3 sous 

populations de macrophages au sein des poumons en fonction de leur localisation et de leur 

fonction: 1) Les macrophages alvéolaires sont présents à la surface des alvéoles pulmonaires 

et sont ainsi directement exposés aux particules inhalées. 2) Les macrophages tissulaires 

résident dans le parenchyme pulmonaire, espace formé entre l’épithélium alvéolaire et 
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l’endothélium vasculaire. 3) Les macrophages intravasculaires sont quant à eux présent au 

niveau de l'endothélium des capillaires sanguins. 

Origine des macrophages pulmonaires 

Deux théories ont été mises en évidence sur l'origine des macrophages pulmonaires. La 

première étant une origine médullaire par chemoattraction des monocytes sanguins vers le 

tissus pulmonaire (Ungar et al., 1935; Hunninghake et al., 1979; Landsman et al., 2007). 

L’interstitium  pulmonaire produit un environnement favorable à la maturation des monocytes 

sanguins en macrophages interstitiels qui servent de stade intermédiaire avant leur 

différenciation en macrophages alvéolaires. Les macrophages alvéolaires sont ainsi considérés 

comme le stade terminal de différenciation des monocytes sanguins au niveau pulmonaire 

(Landsman et al., 2007).  

La deuxième théorie étant une prolifération des macrophages résidant au sein du tissu via 

l'exposition au Colony Stimulating Factors (CSF) (Golde et al., 1974; Bitterman et al., 1984; 

Lohmann-Matthes et al., 1994). Une réplication in situ des macrophages pulmonaires est 

observée dans un modèle d'inflammation au Carbone chez des souris présentant une 

leucopénie (Evans et al., 1986).  

Les travaux de Adamson et al., 1980, ont mis en évidence que les macrophages pulmonaires 

sont dans un premier temps issus d'un influx des monocytes sanguins, suivi par une 

prolifération/réplication des macrophages pulmonaires (Adamson et al., 1980; Lohmann-

Matthes et al., 1994). 

Fonction 

Les macrophages pulmonaires interagissent avec leur environnement via l'expression de 

nombreux récepteurs membranaires. Parmi ces récepteurs, les macrophages pulmonaires 

expriment les PPR, les récepteurs aux cytokines, les récepteurs au fragment constant des 

immunoglobulines (Ig) et au complément pour les particules opsonisées (Lohmann-Matthes et 

al., 1994). 

Les macrophages pulmonaires participent activement aux défenses immunitaires et 

antimicrobiennes de par leur activité de phagocytose mais également leur production de 

médiateurs de l’inflammation comme les cytokines, les chimiokines, les facteurs de 

croissance, les métabolites lipidiques et les espèces réactives de l'oxygène (Lohmann-Matthes 

et al., 1994). Une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle existe entre les macrophages 
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alvéolaires et interstitiels. En effet, de par leur localisation en première ligne de défense dans 

les poumons, les macrophages alvéolaires ont une activité microbicide, enzymatique, 

phagocytaire et métabolique qui apparait nettement plus intense que les macrophages 

interstitiels présent en seconde ligne de défense et plus impliqués dans la présentation des 

antigènes (Lohmann-Matthes et al., 1994). 

II. La polarisation des macrophages 

A. L’origine du concept de la polarisation 

 

 C’est en 1986, que le terme « polarisation » a été introduit par Mosmann et al., 

définissant ainsi deux sous-populations de lymphocytes helper murins, Th1 et Th2 en fonction 

du stimulus rencontré lors de leur activation (Mosmann et al., 1986). Cette distinction Th1 et 

Th2 se base sur un profil bien distinct de sécrétion des cytokines que sont : l’Interféron-γ 

(IFN-γ) pour le profil Th1 et l’Interleukine-4 (IL-4) pour le profil Th2. Dans ces travaux, ils 

ont également observé que la réponse immunitaire de ces deux profils de polarisation des 

lymphocytes T helper est fondamentalement opposée (Mosmann et al., 1989a; Mosmann et 

al., 1989b). De ces expériences est né le terme « réponse de type Th1 à médiation cellulaire» 

(activation des lymphocytes T cytotoxiques et des macrophages) et « réponse de type Th2 à 

médiation humorale » (activation des lymphocytes B et production d’anticorps). Plus tard, le 

rôle des macrophages est apparu important dans cette dichotomie Th1/Th2. Les travaux de 

Stein et al., 1992, ont montré, que contrairement à l’IFN-γ, la stimulation des macrophages 

murins par l’IL-4 induit une augmentation de l’expression des récepteurs au mannose de type 

1 (MRC1 ou CD206) favorisant la phagocytose des micro-organismes comportant des résidus 

mannose à leur surface (Stein et al., 1992). A l’opposé des effets de l’IFN-γ, une diminution 

de la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) était 

également observée dans ces macrophages murins stimulés par l’IL-4 (Stein et al., 1992). Ces 

résultats ont montré pour la première fois que l’IL-4 active les macrophages d’une façon 

différente de l’IFN-γ. Quelques années plus tard, les travaux de Mills et al., 2000, ont montré 

que la polarisation lymphocytaires Th1 et Th2 modifiait la réponse inflammatoire des 

macrophages murins et cela de manière opposée (Mills et al., 2000). En effet, l’analyse du 

métabolisme de l’arginine dans cette étude a montré que les macrophages murins "Th1" 

produisent majoritairement du monoxyde d’azote (NO pour Nitric oxide) alors que les 

macrophages "Th2" produisent de l’ornithine (Mills et al., 2000). Ces travaux ont également 
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montré que les macrophages "Th1" et "Th2" influencent la réponse inflammatoire des 

lymphocytes Th via une augmentation respective de la production d’IFN-γ et de TGF-β 

(inhibiteur du NO) dans les lymphocytes murins (Mills et al., 2000). L’ensemble de ces 

travaux a permis de faire naître le concept de polarisation des macrophages en phénotype M1 

et phénotype M2. Les macrophages M1 sont dits « pro-inflammatoires » alors que les 

macrophages M2 sont qualifiés « d’immunorégulateurs ». Selon le mode d’activation et leurs 

propriétés fonctionnelles, les macrophages M2 sont aujourd’hui divisés en trois sous-groupes 

(Martinez et al., 2008). Les macrophages M2a qualifiés de macrophages « réparateurs » et les 

macrophages M2b et M2c de « régulateurs et anti-inflammatoires » (Mosser et al., 2008). 

 

B. Voie d’activation classique des macrophages en phénotype M1 

1) Les agonistes des Toll Like Receptors 

 

 La polarisation des macrophages en phénotype M1 résulte de l’activation de certain 

PRR et notamment les récepteurs TLRs. Le gène Toll a dans un premier temps été identifié 

chez la drosophile comme un gène impliqué dans l’ontogénèse, la défense anti-microbienne et 

dans l’activité anti-fongique où il a ensuite été étendu aux cellules de mammifères. Les TLRs 

sont des récepteurs transmembranaires qui possèdent un domaine extracytoplasmique de 

reconnaissance des ligands riche en leucines, un domaine transmembranaire riche en cystéines 

et un domaine intracytoplasmique extrêmement similaire à celui retrouvé pour le récepteur à 

l’IL-1 (IL-1R) et l’IL-18R appelé domaine TIR (Toll IL-1 Receptor) et impliqué dans la 

transduction du signal dans la cellule. Il existe actuellement 10 types de TLRs identifiés chez 

l’Homme capable de reconnaître un vaste panel de composants endogènes ou exogènes 

(Akira, 2009). La localisation cellulaire des TLRs est associée à la nature des ligands qu’ils 

reconnaissent (Figure 3). Les TLRs 1, 2, 4, 5 et 6 sont exprimés à la membrane plasmique des 

cellules, ont pour ligands des composés exogènes et participent à la défense contre les 

pathogènes extracellulaires (Mogensen, 2009). A l’inverse, les TLRs 3, 7, 8 et 9 sont localisés 

dans les endosomes/lysosomes, interagissent avec des composés endogènes et participent à la 

clairance des pathogènes intracellulaires (Mogensen, 2009).  Les TLRs 1, 2, 4 et 6 sont 

impliqués dans la reconnaissance de lipoprotéines et endotoxines, le TLR 5 reconnaît 

certaines protéines bactériennes  comme les flagellines et les TLRs 3, 7, 8 et 9 détectent les 

acides nucléiques (Mogensen, 2009). 
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Figure 3 : Localisation et ligands des TLRs 

(Bauer et al., J. Allergy Clin. Immunol., 2012) 

 

Les TLRs sont exprimés par les cellules immunitaires. Des données non publiées obtenues au 

sein du laboratoire UPRES EA220 ont permis de mettre en évidence que les gènes codant 

pour les différents types de TLR sont exprimés par les macrophages pulmonaires humains 

avec une prédominance d’expression des TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 7 et 8 (Figure 4). 

 

Figure 4 : Expression relative des ARNm des TLRs dans les macrophages pulmonaires humains 

(Données UPRES EA220) 
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Parmi les agonistes des TLRs, le lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi des 

bactéries à Gram négatif et agoniste du TLR4 est aujourd’hui considéré comme un agent 

inducteur de la polarisation de type M1 des macrophages (Mantovani et al., 2004; Benoit et 

al., 2008; Martinez et al., 2008; Mosser et al., 2008). Le LPS se fixe à la protéine plasmatique 

LBP (LPS Binding Protein) reconnue par le CD14 sur la membrane des macrophages. Ce 

complexe une fois formé interagit avec le TLR4 pour activer la voie de signalisation MyD88 

(Myeloid Differenciation primary response gene 88) dépendante. La stimulation de cette voie 

conduit à l’activation du facteur de transcription nucléaire NF-κB (Nuclear Factor kappaB) et 

du facteur de transcription AP-1 (Activator Protein-1) permettant l’expression de nombreux 

gènes pro-inflammatoires (Tugal et al., 2013). NF-κB est un homo- ou hétérodimère formé de 

cinq sous-unités : p50, p52, p65 (Rel A), Rel B et c-Rel. Une augmentation des sous-unités 

p50 et p65 est observée dans des macrophages dérivés de monocytes humains stimulés par du 

LPS (Jaguin et al., 2013). L’activation du facteur de transcription NF-κB induit l’expression 

du gène SOCS3 (Supressor Of Cytokine Signaling), un facteur inhibiteur du facteur de 

transcription STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3), lui même 

impliqué dans la polarisation M2 des macrophages (détaillé ultérieurement) (Liu et al., 2008). 

Une autre voie de signalisation est également présente dans la signalisation intracellulaire des 

TLRs, la voie MyD88 dit « indépendante » qui interagit avec le domaine TRIF (TIR domain-

containing adapter-inducing Interferon-β) pour aboutir à l’activation des IRF (Interferon 

Regulator Factor) et induire l’expression de gènes cibles de l’interféron impliqué dans la 

défense antivirale. Une augmentation de l’expression du facteur de transcription IRF5 est 

observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M1 et est impliquée 

dans la production de cytokines pro-inflammatoires (Krausgruber et al., 2011). 

 

2) Les cytokines de type Th1   

a) L’interféron-γ 

 

 En réponse à divers agents pathogènes, les lymphocytes Th1, lymphocytes 

cytotoxiques ainsi que les cellules Natural Killer vont secréter une cytokine bien particulière, 

l’IFN-γ. Cette cytokine appartient à la grande famille des IFN, dont l’action principale est 

d’interférer sur la réplication virale, mais également une action antibactérienne et 

antiproliférative. Les IFN sont divisés en trois classes selon la spécificité de leurs récepteurs 
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et leur homologie de séquence. L’IFN-γ appartient à la famille de classe II et active les 

macrophages qui produisent à leur tour de l’IL-12 impliquée dans le recrutement des 

lymphocytes Th1. Le recrutement des lymphocytes Th1 permet d’augmenter la production 

d’IFN-γ de manière local afin d’assurer une activation des macrophages en phénotype M1 

pro-inflammatoire (Murray, 1988; Young, 1996; Mosser et al., 2008). En réponse à une 

agression, les macrophages sont également capables de produire de l’IFN-γ (Fenton et al., 

1997). 

La polarisation des macrophages en phénotype M1 par l’IFN-γ résulte de l’activation de voies 

de signalisation intracellulaire qui conduisent à l’expression de gènes spécifiques impliqués 

dans l’activité pro-inflammatoire des macrophages (Figure 5). L’IFN-γ stimule la polarisation 

M1 des macrophages via son interaction avec le récepteur IFN-γR, dont l’expression est 

retrouvée dans les macrophages alvéolaires humains (Dhillon et al., 2009). Ce récepteur est 

composé de deux chaines IFN-γR1 et IFN-γR2 associées aux Janus-Kinases 1 (Jak1) et Jak2. 

Les Janus-Kinases sont des protéines kinases dont le rôle est d’activer par phosphorylation le 

facteur de transcription STAT. L’interaction interféron-récepteur induit la phosphorylation et 

l’homodimérisation de STAT1 qui est ensuite transloqué dans le noyau et se fixe en amont 

d’un grand nombre de gènes impliqués dans les fonctions pro-inflammatoires des 

macrophages (Platanias, 2005; Sica et al., 2012; Tugal et al., 2013). Comme décrit 

précédemment pour le facteur de transcription NF-κB, le facteur de transcription STAT1 

inhibe le développement de phénotype M2 des macrophages via l’induction de l’expression 

du facteur inhibiteur SOCS3 (Liu et al., 2008). 

L’IFN-γ peut également interagir en synergie avec d’autres agents inducteurs du phénotype 

M1 des macrophages comme les agonistes des TLRs, afin d’induire une activation classique 

optimale. Une augmentation de l’expression des TLR4 et de l’activation du facteur de 

transcription NF-κB est observée lors d’une pré-stimulation de macrophages murins par 

l’IFN-γ, favorisant l’élimination des bactéries à Gram négatif (Darmani et al., 1994; Schroder 

et al., 2006). Certains gènes, comme la iNOS, impliquée dans l’action microbicide des 

macrophages M1, nécessite une synergie entre l’IFN-γ et le LPS pour être exprimée de 

manière optimale dans les macrophages murins (Schroder et al., 2004). 

 

Un autre membre de la famille des interférons, l’IFN-β (classe I), participe également au 

processus de polarisation des macrophages en phénotype M1 (Figure 5). En réponse au LPS, 
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les macrophages sont capables d’initier la production d’IFN-β via la voie Myd88 

indépendante (Sica et al., 2012; Tugal et al., 2013). Cette production d’IFN-β agit de manière 

autocrine sur les macrophages via son interaction avec le récepteur à l’interféron de type I, 

composé de deux sous-unités : IFN-R1 et IFN-R2 (Platanias, 2005). Les macrophages dérivés 

de monocytes humains expriment le récepteur de type I à l’interféron (Eantuzzi et al., 1997). 

La liaison de l’IFN-β sur son récepteur active les kinases Jak1 et Tyk2 (Tyrosine Kinase 2) 

qui activent, par phosphorylation, les facteurs de transcription STAT1 et STAT2. Ces facteurs 

de transcription s’associent à l’IRF9 pour former un complexe qui régule de nombreux gènes 

impliqués dans l’activité antivirale et antimicrobienne de l’IFN-β (Platanias, 2005). L’IFN-β 

peut également activer le récepteur de l’IFN-γ et induire l’expression de ses gènes cibles (Sica 

et al., 2012). 

 

Figure 5 : Voies de signalisation des agents inducteurs du phénotype M1 des macrophages  

(http://www.macrophages.com) 
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b) Le Tumor Necrosis Factor-α  

 

La polarisation M1 des macrophages par le LPS et/ou l’IFN-γ induit la production de TNF-α 

par les macrophages qui agit de manière autocrine pour amplifier l’activation M1 (Cheshire et 

al., 1997; Schroder et al., 2004) (Figure 5). Le TNF-α est initialement synthétisé sous la 

forme d’un précurseur de 27 kDa  appelé pro-TNF-α qui est stocké à proximité de la 

membrane cellulaire. Le pro-TNF-α est ensuite clivé par une métalloprotéase appelée enzyme 

de conversion du TNF-α (TACE), qui aboutit à la formation de TNF-α. Le TNF-α agit via 

deux récepteurs transmembranaires : le récepteur 1 (TNFR1) et le récepteur 2 (TNFR2) 

(Parameswaran et al., 2010). Le TNFR1 est exprimé de manière constitutive dans tous les 

tissus alors que l’expression du TNFR2 est restreinte aux cellules de l’immunité et peut-être 

régulée (Parameswaran et al., 2010). Les effets pro-inflammatoires du TNF-α sont 

principalement réalisés par le TNFR1. Dans les macrophages, la voie de signalisation du 

TNF-α fait intervenir le facteur de transcription NF-κB, principal facteur de transcription des 

gènes de l’inflammation, et la P38 MAP kinase (Mitogen Activated Protein) qui participe 

également à la production de nombreux médiateurs de l’inflammation. 

L’activation des macrophages en phénotype M1 confère des propriétés fonctionnelles 

impliquées dans la défense anti-microbienne et la réponse immunitaire de type Th1, qui seront 

détaillés ultérieurement. 

 

C. Voie d’activation alternative des macrophages en phénotype M2 

 

 Selon Mantovani et al., 2004, les macrophages M2 sont divisés en trois sous-types. 

Les macrophages M2a activés par l’IL-4 et l’IL-13, les macrophages M2b activés par les 

complexes immuns associés aux agonistes des TLRs et les macrophages M2c principalement 

induits par les glucocorticoïdes, l’IL-10 et le TGF-β (Transforming Growth Factor-β) 

(Mantovani et al., 2004). Les macrophages M2a sont qualifiés de macrophages alternatifs et 

réparateurs alors que les macrophages M2b et M2c sont qualifiés de macrophages 

« régulateurs et anti-inflammatoires » (Mosser et al., 2008). Dans ce paragraphe, nous 

insisterons d'avantage sur les voies d’activation des macrophages M2a par rapport à celles des 

macrophages M2b et M2c dont les caractéristiques sont assez peu documentées dans la 

littérature.   
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1) Les macrophages réparateurs M2a 

a) Les cytokines de type Th2: l'Interleukine 4 et l'Interleukine 13 

 

 Au cours de la réponse immunitaire de type allergique ou parasitaire, les lymphocytes 

Th2, mastocytes, basophiles et éosinophiles produisent des cytokines de type Th2 (Martinez 

et al., 2009; Gordon et al., 2010). Ces cytokines Th2 (IL-4 et IL-13) inhibent la polarisation 

de type M1 et initient la polarisation M2a des macrophages via leur interaction sur deux types 

de récepteurs hétérodimériques transmembranaires (Martinez et al., 2008; Martinez et al., 

2013). Le récepteur de type I formé de deux chaînes transmembranaires: IL-4Rα et IL-2Rγ et 

le récepteur de type II formé des chaînes IL-4Rα et IL-13Rα1 (Van Dyken et al., 2013). L’IL-

4 interagit avec les récepteurs de type I et II alors que l’IL-13 interagit uniquement avec les 

récepteurs de type II ainsi que son récepteur leurre IL-13Rα2 (Van Dyken et al., 2013). Les 

récepteurs de type I sont majoritairement exprimés par les cellules hématopoïétiques 

(lymphocytes T et B) alors que les récepteurs de type II sont quant à eux majoritairement 

exprimés par les cellules non hématopoïétiques (Van Dyken et al., 2013). Des données non 

publiées du laboratoire UPRES EA220 ont mis en évidence que les macrophages pulmonaires 

humains expriment les gènes codant pour les chaînes constitutives des récepteurs de type I et 

de type II (Figure 6).  

 

 

Figure 6: Expression relative des ARNm des récepteurs de type I et II à l’IL-4 et l’IL-13 par les 

macrophages pulmonaires humains  

(Données UPRES EA220) 
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 Dans les macrophages dérivés de monocytes humains, l’activation des récepteurs de 

type I et II initie une cascade de signalisation impliquant les kinases Jak1/Jak2/Jak3 et 

Jak1/Jak2/Tyk2 respectivement (Bhattacharjee et al., 2013) (Figure 7). L’activation de ces 

kinases aboutit à la phosphorylation du facteur de transcription STAT6/STAT3 pour le 

récepteur de type I et STAT1/STAT3/STAT6 pour le récepteur de type II (Bhattacharjee et 

al., 2013) (Figure 7). Ces facteurs activent la transcription de gènes cibles impliqués dans la 

polarisation M2a des macrophages (Sica et al., 2007; Martinez et al., 2009; Beyer et al., 2012; 

Sica et al., 2012) (Figure 7). Parmi les gènes régulés au cours de la polarisation M2a, 

l’expression du facteur de transcription EGR2 (Early Growth Response Protein 2) est 

augmentée en présence d’IL-4 dans les macrophages dérivés de monocytes humains 

(Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013). EGR2 est responsable de l’induction de 

l’expression de SOCS1 impliquée dans l’inhibition du facteur de transcription STAT1 de la 

polarisation M1 des macrophages (Whyte et al., 2011; Martinez et al., 2013). De même que 

l’expression du facteur de régulation IRF4 est retrouvée augmentée dans les macrophages 

murins M2a et participe à l’inhibition de la voie de signalisation MyD88 des TLRs (Negishi et 

al., 2005). Ainsi, la polarisation M2a participe à sa propre amplification par l’inhibition de 

voies impliquées dans la polarisation M1 des macrophages.   

 

Figure 7: Voies de signalisation des récepteurs de type I et de type II activés par des cytokines Th2, 

IL-4 et IL-13 

(Bhattacharjee et al., 2013) 

Type I Type II 
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 Les voies de signalisation de l’IL-4 et l’IL-13 interagissent également avec les 

récepteurs nucléaires de la famille des PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) 

qui jouent un rôle dans l’initiation de la polarisation M2a des macrophages via son interaction 

avec le facteur de transcription STAT6 (Martinez et al., 2009; Sica et al., 2012; Tugal et al., 

2013). Une augmentation de l’expression de PPARγ est observée dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains stimulés par l’IL-4 (Jaguin et al., 2013).  

Bien qu’il existe un rôle commun entre l’IL-13 et l’IL-4 dans l’établissement du phénotype 

M2a des macrophages, des divergences existent quant aux gènes cibles modulés par ces deux 

cytokines. En effet, l’expression de certains gènes comme TIMP3 (Tissue Inhibitor of 

Metalloproteinase 3) est uniquement modulée par l’IL-4 et l’expression du gène DUSP1 

(Dual Specificity Protein Phosphatase 1) est uniquement induit par l’IL-13 (Bhattacharjee et 

al., 2013). De même qu'une régulation spécifique par l'IL-4 de l'expression de certains gènes 

de type M2 est observé dans les macrophages murins comme l'Arg1 et la CHI3L3 (Chitinase 

3-like-3) (Heller et al., 2008) 

 

2) Les macrophages régulateurs M2b et M2c 

 

 La polarisation des macrophages M2b nécessite la présence de deux signaux que sont 

les agonistes des TLRs (réponse immunitaire innée) comme le LPS, associé à des complexes 

immuns d’immunoglobulines de type G (IgG) produit par les lymphocytes B (réponse 

immunitaire adaptative) (Gerber et al., 2001). Les IgG interagissent avec les récepteurs au 

fragment constant (Fc) des IgG (FcγR), exprimés à la membrane des macrophages (Mosser et 

al., 2008). En plus des complexes immuns, d’autres facteurs peuvent induire cette 

différenciation des macrophages en phénotype M2b comme les prostaglandines et les cellules 

apoptotiques (Mosser et al., 2008). 

Les macrophages anti-inflammatoires de phénotype M2c interviennent dans la dernière phase 

du processus inflammatoire et la restauration de l'homéostasie tissulaire post-inflammatoire. 

Ces macrophages M2c sont décrits dans la littérature comme étant activés par la cytokine 

anti-inflammatoire IL-10 mais également par des facteurs de croissance comme le TGF-β et 

les glucocorticoïdes. L’expression du récepteur à l’IL-10 (IL-10R) a été mise en évidence 

dans les macrophages alvéolaires chez l’Homme (Fernandez et al., 2004). Ce récepteur est 

couplé à la kinase Jak1 qui phosphoryle et active le facteur de transcription STAT3, 
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responsable de l’inhibition du facteur de transcription NF-κB et par conséquent de 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Murray, 2006) (Figure 8). L’IL-10 induit 

également l’expression du microARN-146b responsable de l’inhibition de la voie de 

signalisation du TLR4 (Curtale et al., 2013). L’activation des macrophages par l’IL-10 

diminue l’expression d’environ 15-20% des gènes induits par le LPS (Lang et al., 2002). Les 

macrophages M2c pourront également être stimulés de manière autocrine par le TGF-β libéré 

au cours des processus de réparation tissulaire. Le TGF-β interagit avec son récepteur 

hétérodimère formé des sous-unités TGF-βR1 et TGF-βR2 (Derynck et al., 2003) et induit 

l’activation de voies de signalisation impliquées dans la régulation de l’expression des gènes 

de l’inflammation, l’apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire (Derynck et al., 

2003). Enfin, les glucocorticoïdes secrétés en réponse à divers stress (douleur, traumatisme, 

infection) sont essentiels au maintien de l’homéostasie. Ils interagissent avec le récepteur 

spécifique aux glucocorticoïdes qui sont exprimés par les macrophages alvéolaires humains 

(Pujols et al., 2002; Valledor et al., 2004). L’activation du récepteur aux glucocorticoïdes 

inhibe l’expression des gènes pro-inflammatoires via l’inhibition des facteurs de transcription 

NF-κB et AP-1 (McKay et al., 1999; Tugal et al., 2013).  

 

 

Figure 8 : Voies de signalisation des agents inducteurs du phénotype M1 et M2 des macrophages 

(Sica et al., 2012) 
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D. Propriétés fonctionnelles des macrophages et polarisation 

 

 Le terme « polarisation M1/M2 des macrophages » recouvre un continuum d’états 

fonctionnels. Ainsi, selon le microenvironnement, les macrophages vont adopter différentes 

propriétés fonctionnelles. Ils peuvent être polarisés M1 pour participer à l’activité microbicide 

et pro-inflammatoire, être polarisés M2a pour participer aux phénomènes de réparation et de 

cicatrisation du tissu et enfin, s’activer en phénotype M2b et M2c pour une action régulatrice 

et anti-inflammatoire permettant le retour à l’homéostasie (Mosser, 2003; Mosser et al., 2008; 

Martinez et al., 2009; Novak et al., 2013). 

En réponse aux agents inducteurs de la polarisation définis précédemment, les macrophages 

modifient de manière spécifique leur profil de production des médiateurs de l’inflammation 

(cytokines, chimiokines, agents microbicides, métabolites lipidiques) ainsi que leurs activités 

enzymatiques et phagocytaires (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006; Martinez et al., 

2013). 

1) Production de médiateurs de l’inflammation 

 

 Les cytokines sont des glycoprotéines solubles de faible poids moléculaire (8 à 80 

kDa) et sont produites par de nombreux types cellulaires. Les cytokines sont des substances 

solubles de signalisation cellulaire synthétisées par les cellules du système immunitaire, 

agissant à distance sur d'autres cellules pour en réguler l'activité et la fonction (recrutement, 

prolifération, différenciation, activation et mort cellulaire). Elles sont impliquées dans 

l’inflammation, la réponse immunitaire et l’hématopoïèse. Les cytokines agissent de manière 

autocrine, paracrine mais également endocrine via la circulation sanguine. Les cytokines 

agissent rarement seules, mais de manière conjointe avec d’autres cytokines créant ainsi tout 

un réseau de communication cellulaire. Elles peuvent influencer l'action d'autres cytokines de 

façon antagoniste, additive ou synergique. La famille des cytokines regroupe le TNF, les 

interférons, les interleukines, les facteurs de croissance et les chimiokines. Nous distinguerons 

par la suite les chimiokines par rapport aux autres membres de la famille des cytokines.   

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Signalisation_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_immunitaire
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a) Les chimiokines 

 

 Les chimiokines sont de petites molécules d’un poids moléculaire compris entre 8 et 

12 kDa. Les chimiokines se divisent en quatre sous-familles (C, CC, CXC, et CX3C) selon le 

nombre de cystéines conservées et le nombre d’acides aminés compris entre la première et 

dernière cystéine dans la partie N-terminale. Une chimiokine donnée peut se lier à différents 

récepteurs et différentes chimiokines peuvent se lier à un même récepteur. Sauf exception, les 

interactions entre les chimiokines et les récepteurs des chimiokines sont peu spécifiques. Les 

récepteurs des chimiokines sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à une 

protéine G pour la transduction du signal (RCPG). Les chimiokines sont impliquées dans le 

recrutement des cellules immunitaires. 

Les chimiokines de type CXC sont divisées en deux sous-groupes en fonction de la présence 

ou non d’un motif d’amino-acide supplémentaire, E-L-R-CXC (acide glutamique-leucine-

arginine-cystéine-X-cystéine). Les chimiokines avec un motif ELR regroupent CXCL1 

(GRO-α), CXCL2 (GRO-β), CXCL3 (GRO-γ), CXCL5 (ENA-78), CXCL6 (GCP-2), CXCL7 

(NAP-2) et CXCL8 (IL-8) et sont impliquées dans le recrutement des neutrophiles qui 

expriment les récepteurs CXCR1 et CXCR2 (Rollins, 1997; Laing et al., 2004; Mantovani et 

al., 2004) (Figure 9). Le rôle de ces chimiokines est de promouvoir l’adhérence des 

neutrophiles aux cellules endothéliales puis leur migration vers les sites de l’inflammation 

selon un gradient de chimiokines. En plus d'une attraction des neutrophiles, les chimiokines 

CXCL1, CXCL2, CXCL3 sont également impliquées dans le recrutement et l’activation des 

basophiles, éosinophiles, monocytes et lymphocytes (Laing et al., 2004). Le deuxième groupe 

concerne les chimiokines sans motif ELR comme CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), CXCL11 

(I-TAC), CXCL12 (SDF-1), CXCL13 (BCA-1), CXCL14 (BRAK) et CXCL16 (Figure 9). 

Ces chimiokines ont un faible pouvoir d’attraction des neutrophiles mais sont largement 

impliquées dans le recrutement des lymphocytes, monocytes et Natural Killer (Rollins, 1997; 

Laing et al., 2004; Mantovani et al., 2004) . 
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Figure 9: Nomenclature et cellules cibles recrutés par les chimiokines de type CXC 

 

Une sous-division en 4 sous-groupes a été proposée pour les chimiokines de type CC selon 

leur activité au sein du système immunitaire (Figure 10). Cette sous-division reste cependant 

approximative. Parmi ces quatre sous-groupes, on trouve les chimiokines impliquées dans la 

réponse inflammatoire comme CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CCL5 (RANTES) et 

CCL23 (MPIF-1) (Laing et al., 2004). Ces chimiokines participent activement au processus 

inflammatoire via leur action sur le recrutement des lymphocytes Th1, monocytes, 

macrophages, Natural Killer, basophiles, éosinophiles, cellules dendritiques (Rollins, 1997; 

Mantovani et al., 2004). Les chimiokines de l’allergie regroupent CCL1 (I-309), CCL2 

(MCP-1), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL24 

(Eotaxin-2) et CCL26 (Eotaxin-3) et sont impliquées dans le recrutement des lymphocytes 

Th2 et Treg (régulateur), cellules dendritiques, basophiles, éosinophiles et induisent la 

dégranulation des basophiles et la libération d’histamine (Laing et al., 2004). Les chimiokines 

de l’homéostasie comme CCL14 (HCC-1), CCL15 (HCC-2), CCL16 (HCC-4), CCL19 

(ELC), CCL25 (TECK) et CCL27 (CTACK) (Laing et al., 2004) induisent le recrutement des 

lymphocytes T naïfs et mémoires, cellules dendritiques, monocytes et macrophages (Laing et 

al., 2004; Mantovani et al., 2004). Enfin, le dernier groupe est représenté par les chimiokines 

de l’inflammation et de l’homéostasie comme CCL17 (TARC), CCL18 (PARC), CCL20 

(MIP-3α), CCL21 (SLC) et CCL22 (MDC) impliqués dans les recrutement des cellules 

dendritiques, monocytes, macrophages, lymphocytes B et Th2 et Natural Killer (Mantovani et 

al., 2004). 

Les chimiokines de type C se composent uniquement de deux membres, XCL1 

(Lymphotactin) et XCL2 (SCM-1β). Elles agissent uniquement sur le recrutement des 

lymphocytes par le récepteur XCR1 (Laing et al., 2004). 
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Figure 10: Nomenclature des chimiokines de type CC et leur rôle dans les réponses immunitaires 

(Adaptation de la figure de Mantovani, Sica et al. 2004) 

 

La polarisation des macrophages en phénotype M1 ou M2 modifie le profil de production des 

chimiokines. La polarisation M1 des macrophages dérivés de monocytes humains par le LPS 

et/ou l’IFN-γ est caractérisée par une augmentation de l’expression des chimiokines de type 

CC que sont CCL2, 3, 4, 5, 8, 15, 19, 20 et de type CXC que sont CXCL1, 2, 3, 5, 8, 9, 10, 

11, 13, 16 (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006; Benoit et al., 2008; Martinez et al., 
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2009; Jaguin et al., 2013) (Figure 11). Ces chimiokines sont impliquées dans l’activation et 

l’entretien de la réponse pro-inflammatoire de type cellulaire par le recrutement des 

lymphocytes Th1, lymphocytes cytotoxiques, Natural Killer, neutrophiles et monocytes. La 

polarisation M2a des macrophages dérivés de monocytes humains par l’IL-4 et l’IL-13 

montre un profil de sécrétion de chimiokines spécifique de type CC que sont CCL13, 17, 18, 

22, 23, 24 et 26 (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006; Benoit et al., 2008; Martinez 

et al., 2008) (Figure 11). Ces chimiokines sont impliquées dans le recrutement des 

lymphocytes Th2, lymphocytes T régulateurs (Treg), éosinophiles et basophiles.  

Concernant le phénotype M2b et M2c, leur profil de chimiokines a été évalué dans des 

modèles de monocytes mais pas de macrophages. Ainsi, il a été montré que les monocytes 

M2b stimulés par le LPS et IgG secrètent CCL1 qui participe au recrutement des lymphocytes 

Treg, des cellules dendritiques immatures et des monocytes (Sironi et al., 2006; Benoit et al., 

2008) (Figure 11). La stimulation des monocytes par l’IL-10, le TGF-β et les 

glucocorticoïdes induit un phénotype M2c qui conduit à l’expression des chimiokines CCL16, 

CCL18 et CXCL13 (Hedrick et al., 1998; Mantovani et al., 2004; Pannellini et al., 2004; 

Benoit et al., 2008) (Figure 11). Ces chimiokines participent au recrutement des lymphocytes 

T naïfs, lymphocytes B, cellules dendritiques, monocytes, éosinophiles et contribuent: à 

l’immunorégulation, la réponse immunitaire adaptative et le retour à l’homéostasie 

(Mantovani et al., 2004).  
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Figure 11: Les cytokines et chimiokines spécifiques de chaque phénotype de polarisation des 

macrophages 

(Benoit et al., 2008) 

 

b) Les cytokines et facteurs de croissance 

 

 Comme pour les chimiokines, le TNF-α, les interleukines et les facteurs de croissance 

sont également régulés au cours de la polarisation des macrophages. L’activation dite 

classique des macrophages M1 est caractérisée par une production de cytokines de type Th1 

telle que l’IL-12 associée à une faible production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 

(Martinez et al., 2008). Une augmentation de l’expression de l’IL-12p35 et de l’IL-12p40 est 

observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains stimulés par le LPS et l’IFN-γ 

(Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013). La production d’IL-12 par les macrophages 

participe à l’entretien de la polarisation M1 via la sécrétion d’IFN-γ par les lymphocytes Th1 

(Schroder et al., 2004; Mosser et al., 2008). Les macrophages M1 participent à la promotion 

et à l’entretien de la réponse inflammatoire via la sécrétion d’autres cytokines pro-

inflammatoires que sont le TNF-α,  l’IL-1β, l’IL-6 et l’IL-23 qui participent à l’activation de 

la réponse Th1 et à l’activité microbicide des macrophages (Mantovani et al., 2004; Benoit et 

al., 2008; Martinez et al., 2008) (Figure 11). Une augmentation de l’expression de ces 
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cytokines est retrouvée dans les macrophages M1 dérivés de monocytes humains stimulés par 

le LPS et l’IFN-γ (Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013).  

A l’inverse, les macrophages M2 possèdent une faible activité microbicide. L’IL-4 et l’IL-13 

modulent l’activité pro-inflammatoire de l’IL-1β via la production d’IL-1ra, un antagoniste 

endogène des récepteurs à l’IL-1 et l’augmentation de l’expression du récepteur leurre à l’IL-

1 appelé IL-1RII (Mantovani et al., 2001; Martinez et al., 2008). Dans les monocytes, une 

diminution de la production d’IL-1β est associée à une augmentation de l’IL-1ra (Fenton et 

al., 1992). Il a également été observé que l’IL-4 et l’IL-13 diminuent l’expression de la 

caspase-1, responsable du clivage de la pro-IL-1β sous sa forme active (Scotton et al., 2005). 

Une diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12 

et IFN-γ est également observée dans les macrophages M2a (Mantovani et al., 2004; Martinez 

et al., 2008) qui ont un faible pouvoir microbicide. (Gordon, 2003; Novak et al., 2013). 

L’expression du TGF-β est augmentée dans les macrophages M2a dérivés de monocytes 

humains (Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013) et au cours de l’ingestion de cellules 

apoptotiques (Brancato et al., 2011). Le TGF-β contribue à la réparation et à la régénération 

tissulaire en induisant la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes et la production de 

collagène par ces derniers (Song et al., 2000; Gordon, 2003; Novak et al., 2013). Les 

macrophages M2a sont capables de synthétiser directement des composants de la matrice 

extracellulaire comme le collagène de type VI (Schnoor et al., 2008), la fibronectine et la 

protéine BetaIG-H3 (Gratchev et al., 2001; Gordon, 2003; Martinez et al., 2006). Cette 

protéine, BetaIG-H3 entraîne l’adhésion et la migration des monocytes et fibroblastes afin 

d’assurer le processus de réparation tissulaire et d’augmenter la synthèse de collagène par les 

fibroblastes (Nacu et al., 2008).  

Les macrophages M2b stimulés par le LPS et les complexes immuns sont caractérisés par la 

production conjointe de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6) et anti-

inflammatoire (IL-10), ce qui les différencie des macrophages de phénotype M1 et M2a 

(Gerber et al., 2001; Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2008). L’interaction des 

complexes immuns avec les macrophages augmente la production d’IL-10 (Sutterwala et al., 

1998) mais inhibe la production d’IL-12 (Sutterwala et al., 1997) empêchant la sécrétion 

d’IFN-γ et le développement de la polarisation M1 (Moore et al., 1993). Les macrophages 

M2b ne sont pas considérés comme des macrophages aux activités anti-inflammatoires mais 

plutôt impliqués dans le processus de régulation de l’inflammation (Mosser et al., 2008).  
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Les agents inducteurs du phénotype M2c que sont l’IL-10, le TGF-β et les glucocorticoïdes 

sont responsables de l’inhibition de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, 

IL-1, IL-6, IL-12) et de l’augmentation de la production d’IL-10, IL-4 et de l’IL-1Ra 

impliquée dans le retour à l’homéostasie (Bogdan et al., 1992; Almawi et al., 1996; Valledor 

et al., 2004; Ehrchen et al., 2007; Martinez et al., 2008). Les macrophages M2c sont qualifiés 

de macrophages désactivés et anti-inflammatoires, impliqués dans la phagocytose des cellules 

en apoptose et dans la résolution de l’inflammation (Martinez et al., 2008). 

 

2) Activité phagocytaire 

 

 Activité majeure des macrophages, la phagocytose participe aux défenses anti-

microbiennes par l’internalisation et la dégradation de micro-organismes (≥0.5 µm) et au 

maintien de l’homéostasie tissulaire par la phagocytose de débris, cellules sénescentes, et 

corps apoptotique appelé efferocytose. La phagocytose débute par la reconnaissance de la 

particule à ingérer par un récepteur de surface puis à son internalisation. Cette internalisation 

est différente selon le type d'interaction micro-organisme/récepteur. Il existe deux modèles 

d’internalisation (Swanson et al., 1995). Le modèle dit « zippering » correspond à l’émission 

de pseudopodes de part et d’autre de la particule à internaliser et est dépendant de l’interaction 

des récepteurs de membranes avec leurs ligands. Dans le modèle dit « triggering », la 

reconnaissance initiale entre particule et récepteur déclenche le processus d’ingestion et la 

formation du phagosome sans prolongement cytoplasmique. Une fois le phagosome formé, ce 

dernier migre vers le centre de la cellule et subit une maturation par fusion et formation de 

vésicules endosomiales puis lysosomiales. Cette maturation correspond au déversement dans 

le phagosome des enzymes et peptides antimicrobiens contenus dans les lysosomes qui vont 

permettre la lyse des micro-organismes et la digestion de leur constituant. Cette fusion est 

accompagnée d’une activation brutale du métabolisme de l’oxygène via la NADPH oxydase 

(Nicotinamide Adénine Di-nucléotide Phosphate) et d’une production de NO, tous deux ayant 

une forte activité bactéricide. 
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a) Récepteurs membranaires des macrophages 

 

 La reconnaissance entre la particule à ingérer et les récepteurs peut être de type 

« directe » par reconnaissance entre les motifs moléculaires des agents pathogènes appelés 

PAMPs et leurs récepteurs PRR. Les PRRs sont spécifiques d'une classe de pathogène. La 

détection des pathogènes par ces récepteurs induit une réponse directe et rapide. La 

reconnaissance indirecte dite par « opsonisation » intervient quand le micro-organisme est 

recouvert de protéines solubles présentes dans le sérum appelées « opsonines » tels que les 

IgG et les composants du complément qui vont être reconnus par des récepteurs aux 

opsonines : FcγR et récepteurs au complément. Les cellules apoptotiques sont quant à elles 

reconnues par la phosphatidylsérine exprimée à leur membrane. 

L’expression des récepteurs à la surface des macrophages diffère selon la polarisation M1 ou 

M2. Ainsi, les macrophages polarisés de type M1 par le LPS et/ou l’IFN-γ expriment 

majoritairement les récepteurs TLRs comme le TLR4 et son co-récepteur le CD14 ainsi que 

les récepteurs FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16) favorisant la clairance des 

pathogènes opsonisés par les IgG (Mantovani et al., 2004; Ambarus et al., 2012). L’activation 

de ces récepteurs conduit majoritairement à une réponse pro-inflammatoire et à la production 

d’agents cytotoxiques permettant la destruction des agents pathogènes intracellulaires. 

L’expression du  récepteur scavenger de type A, MARCO (Macrophage Receptor with 

Collagenous Structure), impliqué dans la reconnaissance et l’élimination des bactéries, est 

également un marqueur M1 (Peiser et al., 2002).  

Dans les macrophages dérivés de monocytes humains et les macrophages murins, l’expression 

du récepteur MRC1 est fortement induite en présence des cytokines Th2 que sont l’IL-4 et 

l’IL-13 mais également l’IL-10 (Stein et al., 1992; Martinez-Pomares et al., 2003; Martinez et 

al., 2006). Ce récepteur est impliqué dans la reconnaissance et la phagocytose de certains 

pathogènes exprimant à leur surface des résidus mannose, fucose et N-acétylglucosamine. 

L’activation de ce récepteur induit un signal inhibiteur sur la réponse pro-inflammatoire de 

type M1 via l’augmentation de l’expression du récepteur leurre à l’IL-1, la sécrétion de 

l’antagoniste à l’IL-1R (IL-1Ra) et la production d’IL-10 (Chieppa et al., 2003). Une étude 

transcriptomique montre également que les macrophages M2a dérivés de monocytes humains 

stimulés par l’IL-4 expriment le récepteur scavenger des macrophages de type 1(MRS1) et 

des récepteurs de type lectines comme Dectin-1 (CLEC7A), DC-SIGN (CD209) et DCL-1 

(CD302) impliqués dans la reconnaissance de pathogènes (Martinez et al., 2006). 
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L’expression du récepteur scavenger de type B, le CD36 est augmentée dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains polarisés M2a par l’IL-4 (Martinez et al., 2006). Ce récepteur 

participe à la reconnaissance et l’internalisation des lipoprotéines de faible densité (Low 

Density Lipoprotein, LDL). Une étude récente a mis en évidence que l’internalisation des 

LDL par le CD36 et leur lipolyse par la lipase A joue un rôle dans l’établissement du 

phénotype M2a des macrophages murins et dans la défense contre les parasites (Huang et al., 

2014). Le CD36 participe également au processus d’efferocytose permettant la clairance des 

cellules en apoptose et des débris cellulaires pour restaurer l’homéostasie tissulaire (Ferracini 

et al., 2013). D’autre marqueurs membranaires comme FcεRII (CD23) et CD200R sont 

également exprimés par les macrophages dérivés de monocytes humains polarisés en 

phénotype M2a par l’IL-4 (Koning et al., 2010; Ambarus et al., 2012; Beyer et al., 2012).  

Concernant la polarisation de type M2b et M2c des macrophages, il existe peu d’études sur la 

caractérisation des récepteurs pour ces deux profils de polarisation. Mais une étude récente 

montre que les macrophages M2c expriment le MRC1 ainsi que les récepteurs FcγRII 

(CD32), FcγRIII (CD16) et le récepteur scavenger de type B CD163, impliqués d’une part 

dans la reconnaissance des particules opsonisées par l’IgG et d’autre part dans la clairance des 

complexes hémoglobine/haptoglobuline qui prévient de l’inflammation (Ambarus et al., 

2012). 

b) Production d’agents microbicides 

(1) Monoxyde d’azote  

 

 Le NO est une molécule extrêmement importante dans le système immunitaire. Il est 

produit par l’activité de la NO synthase (NOS) dont il existe trois isoformes. La NOS1 (NOS 

neuronale) et la NOS3 (NOS endothéliale) sont exprimées de manière constitutive (cNOS) 

alors que l’expression de la NOS2 est inductible (iNOS). Les macrophages humains 

expriment majoritairement la iNOS dont la production de NO est dépendante de l’induction 

de cette enzyme (Reiling et al., 1994; MacMicking et al., 1997; Jung et al., 2013). 

L’expression de la iNOS dans les macrophages est associée au phénotype M1. L'exposition 

des macrophages aux agonistes du TLR2, 4, 5 et 9 augmente l’expression de cette enzyme 

ainsi que la production de NO (Gao et al., 1999; Cherayil et al., 2000; Shoda et al., 2001; 

Thoma-Uszynski et al., 2001). Le NO réagit très rapidement pour donner des espèces 

réactives de l’azote, nitrites (NO2
-
) et peroxynitrite (ONOO

-
) qui forment de puissants agents 
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aux activités antimicrobiennes. En revanche, l’expression de la iNOS est inhibée par les 

cytokines de type M2 que sont l’IL-4 et le TGF-β (Bogdan et al., 1994; Vodovotz et al., 

1994). Cette diminution de l’activité de l’iNOS s’explique par une augmentation de 

l’expression de l’Arg1 qui rentre en compétition avec la iNOS pour la L-arginine (Vodovotz 

et al., 1994; Munder et al., 1999). Dans les macrophages murins, l’IL-4 et l’IL-10 inhibent la 

production de NO des macrophages activés par l’IFN-γ (Cenci et al., 1993). Dans les 

macrophages M2a stimulés par IL-4 et IL-13, l’augmentation de l’expression de l’Arg1 induit 

le métabolisme de l’arginine en urée et ornithine précurseur de la synthèse de proline et 

polyamines (Louis et al., 1999; Raes et al., 2002; Martinez et al., 2008). La proline et les 

polyamines sont impliquées dans les processus de réparation tissulaire (Shearer et al., 1997).  

Cependant, il est important de noter que l’induction de l’expression de la iNOS et de l’Arg1 

est une des caractéristiques de la polarisation M1 et M2 des macrophages murins, aucune 

régulation de leur expression n’étant observée dans les macrophages chez l’homme  (Murray 

et al., 2011b). 

(2) Métabolites de l’oxygène 

 

 Les métabolites de l’oxygène également appelés espèces réactive de l’oxygène ou ROI 

(Reactive Oxygen Intermedita) sont produits lors du stress oxydatif réalisé par les 

macrophages activés au cours d’une infection. Ces radicaux libres sont produits par 

l’intermédiaire d’un complexe protéique membranaire appelé NADPH oxydase. La NADPH 

active permet de réduire l’oxygène moléculaire pour produire une grande quantité d’anion 

superoxyde (O2
.-
). L’anion superoxyde est un composé radicalaire extrêmement actif qui sert 

de substrat à la formation de peroxyde d’hydrogène (H2O2) et de radicaux hydroxyles OH
 
par 

la superoxyde dismutase et la peroxydase. Ces radicaux libres sont très instables et très actifs 

pour oxyder et éliminer les microorganismes mais ils peuvent également induire des lésions 

tissulaires. Ainsi il existe des enzymes tels que les peroxydases et les catalases, capables 

d’éliminer et de réguler cette production d’espèces intermédiaires réactives de l’oxygène.  

Une augmentation de l’expression et de l’assemblage de la NADPH oxydase est observée au 

niveau des phagosomes des macrophages polarisés M1 (Brune et al., 2013; Canton, 2014). A 

l’inverse, une diminution de l’expression de la NADPH oxydase est observée dans les 

macrophages de phénotype M2a, ce qui contribue à leur faible pouvoir microbicide (Balce et 

al., 2011). Une étude récente montre que la production de ROI est augmentée dans 
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macrophages M2c dérivés de monocytes humains comparé aux macrophages M2a, résultant 

en partie d’une réduction de l’expression protéique de la sous-unité gp91phox du complexe 

NADPH oxydase (Kraaij et al., 2013). Les phagosomes des macrophages polarisés M2a ont 

un pH plus acide associé à une maturation du phagosome plus rapide alors que les 

macrophages M1 ont un pH moins acide associé à une maturation plus lente (Canton, 2014). 

Cette différence de pH au sein de la lumière du phagosome pourrait contribuer aux 

différences d’activités de phagocytose entre les deux phénotypes de macrophages. La faible 

acidité des phagosomes des macrophages M1 prévient d’une trop grande dégradation des 

peptides immunogéniques et permet une meilleure présentation de ces derniers aux 

lymphocytes T. 

c) Présentation des antigènes aux lymphocytes 

 

 Les macrophages participent également à la réponse immunitaire adaptative en tant 

que cellule présentatrice d’antigène aux lymphocytes T. La présentation de l’antigène se 

réalise grâce au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Le CMH de classe I est 

responsable de la présentation de peptides cytosoliques, endogènes, issus ou non de la 

digestion de pathogènes (Mantegazza et al., 2013). Le CMH de classe II est spécifique aux 

cellules présentatrices d’antigène, comme les macrophages, les cellules dendritiques, les 

lymphocytes B et T, et est impliqué dans la présentation des antigènes exogènes résultant de 

la phagocytose (Mantegazza et al., 2013). Les molécules du CMH de classe I et de classe II 

présentes à la membrane des macrophages sont exposées aux lymphocytes T pour induire leur 

activation (Mantegazza et al., 2013). Les macrophages M1 favorisent la présentation des 

antigènes aux lymphocytes T via une augmentation de l’expression des CMH de classe I et de 

classe II et les molécules de co-stimulation (CD80, CD86) (Mantovani et al., 2004; Martinez 

et al., 2008; Ambarus et al., 2012). Les macrophages M2a et M2b expriment également les 

CMH de classe II et les molécules de co-stimulation (CD80, CD86) (Mosser, 2003; Edwards 

et al., 2006; Mosser et al., 2008). En revanche, la présentation des antigènes est réduite dans 

les macrophages M2c via une diminution de l’expression des CMH de classe II et des 

molécules de co-stimulation (Schebesch et al., 1997; Martinez et al., 2008). 
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3) Production de médiateurs lipidiques : les eicosanoïdes 

 

 Les eicosanoïdes sont des produits d’oxygénation d’acides gras polyinsaturés. L’acide 

arachidonique majoritairement incorporé dans les phospholipides membranaires est le plus 

abondant des précurseurs des eicosanoïdes. C’est un acide gras à 20 carbones qui possède 

quatre doubles liaisons commençant en position ω6 (dénommé 20 : 4 ω6). Au cours d’un 

processus inflammatoire, l’acide arachidonique est d’abord libéré de la membrane 

phospholipidique et mobilisé grâce à une phospholipase A2 (PLA2). L’acide arachidonique 

peut également être obtenu par l’action d’une phospholipase C ou D qui aboutit à la formation 

d’acide phosphatidique substrat de la PLA2. Une fois l’acide arachidonique formé, ce dernier 

est oxygéné par deux voies principales, celle des cyclooxygénases et des lipoxygénases qui 

aboutissent à la formation des eicosanoïdes (Figure 12). Au cours de la polarisation des 

macrophages, le métabolisme des lipides et la production de ces eicosanoïdes sont modifiés. 

 

 

 

 

Figure 12: Les principales voies métaboliques de l’acide arachidonique 
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a) Synthèse des prostanoïdes : voie des cyclooxygénases 

 

 Les cyclooxygénases sont impliquées dans la synthèse des protanoïdes. Il existe deux 

isoformes de cette enzyme, codées par deux gènes différents. La cylooxygénase de type 1 

(COX-1) codée par le gène PTGS1 (Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 1) dont 

l’expression est constitutive et qui permet la synthèse immédiate en quelques minutes des 

prostanoïdes. A l’inverse, l’expression de la cylooxygénase de type 2 (COX-2) codée par le 

gène PTGS2 est dite inductible par l’action de stimuli inflammatoires et agit au bout de 

quelques heures. L’action des COX-1 et COX-2 aboutit à la formation de prostaglandine (PG) 

de type G2 (PGG2) instable qui est rapidement modifiée pour former la PGH2 précurseur des 

prostaglandines D2, E2 et F2α, des protacyclines PGI2 et 6 kéto-PGF1α et du thromboxane (TX) 

A2 et TXB2. Parmi les protanoïdes synthétisés, la PGE2 est majoritairement produite par les 

macrophages et joue un rôle important dans les processus inflammatoires. La PGE2 est 

produite par trois types de prostaglandines E synthases (PGES), l’une étant cytosolique 

(cPGES) et les autres étant attachées à la membrane (mPGES-1et mPGES-2). La PGE2 exerce 

sont activité via quatre récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines 

G que sont EP1, EP2, EP3 et EP4. 

Les macrophages de phénotype M1 sont majoritairement impliqués dans la synthèse de PGE2. 

Une augmentation des concentrations en PGF2α, PGI2 (Data UPRES EA220) et TBX2 est 

observée dans les macrophages polarisés M1 par le LPS et l’IFN-γ (Dalli et al., 2012). Des 

études ont mis en évidence que l’expression des transcrits et l’activité de la COX-2 étaient 

augmentées dans les macrophages alvéolaires humains de phénotype M1 stimulés par le LPS, 

induisant une augmentation de la production de PGE2 (Endo et al., 1998; Buenestado et al., 

2012). A l’inverse, il a été montré que la polarisation M2a des macrophages alvéolaires par 

l’IL-4 diminue l’expression de la COX-2 et la production de PGE2 (Endo et al., 1998).  

Cependant, le rôle de la PGE2 dans la polarisation M1 des macrophages n’est pas de 

promouvoir ni de participer au processus pro-inflammatoire mais plutôt de limiter son 

développement via l’inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires comme 

TNF-α, IL-1β, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL8 et CXCL10 par les macrophages dérivés de 

monocytes humains stimulés par du LPS (Bailly et al., 1990; Takayama et al., 2002; Ratcliffe 

et al., 2007; Chen et al., 2011). L'effet inhibiteur de la PGE2 sur la production des cytokines 

pro-inflammatoires est également observé dans les macrophages pulmonaires stimulés par le 

LPS (Williams et al., 1997; Buenestado et al., 2012). Des études ont montré que la PGE2 
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inhibe la phagocytose ainsi que la NADPH oxydase, limitant ainsi, la destruction des agents 

pathogènes par les macrophages alvéolaires humains (Aronoff et al., 2004; Serezani et al., 

2007). La production de PGE2 par les macrophages participe donc, au processus de régulation 

de l’inflammation et initie la reprogrammation des macrophages M1 vers un phénotype M2. 

b) Synthèse des leucotriènes et acides eicosatétraénoïques : voie 

 des lipoxygénases 

 

 L’acide arachidonique est également métabolisé par la voie des lipoxygénases. Les 

lipoxygénases incorporent une molécule d’oxygène dans les acides gras insaturés comme 

l’acide arachidonique et l’acide linoléique. Il existe trois types de lipoxygénase en fonction de 

la position du Carbone où sera incorporé l’oxygène : la 5-lipoxygénase, la 12-lipoxygénase et 

la 15-lipoxygénase. 

(1) La 5-lipoxygénase 

 

 La 5-lipoxygénase (5-LOX) permet la synthèse d’acide 5-

hydroxyperoxyeicosatétraénoique (5-HPETE) à partir de l’acide arachidonique qui aboutit à 

la synthèse d’acide 5-hydroxyeicosatétraénoique (5-HETE) et des leucotriènes (LT) A4. La 

FLAP (Five Lipoxygenase-Activating Protein), une protéine ancrée dans la membrane 

nucléaire,  facilite la présentation de l’acide arachidonique à la 5-LOX pour la conversion en 

LTA4. Les leucotriènes A4Ce sont les précurseurs de la synthèse des leucotriènes B4 et des 

cystéinyl-leucotriènes (CysLT) regroupant les leucotriènes C4, D4 et E4. Les leucotriènes B4 

sont majoritairement produits par les macrophages. La polarisation M1 des macrophages 

induite par le LPS et l’IFN-γ augmente la synthèse des leucotriènes B4 et des CysLT qui 

agissent comme agents chimioattractant des polynucléaires neutrophiles (Fels et al., 1982; 

Dalli et al., 2012) et participent également à l’activité phagocytaire et cytotoxique des 

macrophages (Mancuso et al., 1998) via deux types de récepteurs, les récepteurs aux 

leucotriènes B4, (BLT1 et BLT2) et les récepteurs aux cystéinyl-leucotriènes (CysLT1, 

CysLT2) exprimés par les macrophages (Peters-Golden et al., 2007). Les travaux de Serezani 

et al. en 2011, ont mis en évidence que la réponse au LPS est diminuée chez des souris 

Knock-Out pour la 5-LOX et qu’une production de LTB4 amplifie l’activation MyD88 

dépendante du facteur de transcription NF-κB dans les macrophages murins (Serezani et al., 

2011). Dans les macrophages alvéolaires humains, la production de LTD4 potentialise celle du 

TNF-α et de CCL3 induite par le LPS (Menard et al., 2000). Dans les monocytes et les 
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macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M2a par l’IL-4 et l’IL-13, la production 

de LTB4 et l’expression de la 5-LOX et de la FLAP est diminuée (Chaitidis et al., 2005; Dalli 

et al., 2012; Martinez et al., 2013). 

(2) La 12-lipoxygénase 

 

 La 12-lipoxygénase (12-LOX) initie la synthèse d’acide 12-

hydroxyperoxyeicosatétraénoique (12-HPETE) qui est rapidement transformé en acide 12-

hydroxyeicosatétraénoique (12-HETE). Les macrophages dérivés de monocytes humains 

expriment la 12-LOX et produisent de la 12-HETE (Dalli et al., 2012; Wuest et al., 2012). 

Dans les macrophages murins, la 12-HETE semble jouer un rôle pro-inflammatoire via une 

augmentation de l’expression et de la production de cytokines pro-inflammatoires comme le 

TNF-α, l’IL-6 et CCL2 (Wen et al., 2007; Wen et al., 2008). Cependant, la polarisation 

M1/M2 des macrophages dérivés de monocytes humains induite par le LPS, l’IFN-γ, l’IL-4 et 

l’IL-13, ne module pas l’expression des transcrits de la 12-LOX (Wuest et al., 2012).  

(3) La 15-lipoxygénase 

 

 La 15-lipoxygénase (15-LOX) existe sous deux isoformes, la 15-lipoxygénase de type 

1 (15-LOX-1) et de type 2 (15-LOX-2), codés respectivement par les gènes ALOX15 et 

ALOX15B situés sur le chromosome 17 et dont l’expression est retrouvée dans les 

macrophages dérivés de monocytes humains et les macrophages alvéolaires humains (Levy et 

al., 1993; Wuest et al., 2012). Ces deux isoenzymes produisent, à partir de l’acide 

arachidonique, de l’acide 15-hydroxyperoxyeicosatétraénoique (15(S)-HPETE) qui est 

transformé en acide 15-hydroxyeicosatétraénoique (15(S)-HETE) (Kuhn et al., 1993; Kilty et 

al., 1999; Dobrian et al., 2011). La 15-LOX-1 produit également de l’acide 13-

hydroxyoctadécadiénoïque (13(S)-HODE) à partir de l’acide linoléique (Kuhn et al., 1993; 

Dobrian et al., 2011). L’étude de Wuest et al,. 2012 a montré qu’il existe une régulation 

distincte de l’expression de ces deux isoenzymes dans les macrophages dérivés de monocytes 

humains polarisés (Wuest et al., 2012). En effet, dans les macrophages dérivés de monocytes 

humains polarisés M1 par le LPS, l’expression de la 15-LOX-2 est augmentée alors que dans 

les macrophages polarisés M2a par l’IL-4 et l’IL-13, l’expression de la 15-LOX-1 et de la 15-

LOX-2 est induite (Wuest et al., 2012). Dans la littérature, le rôle de ces deux isoenzymes 

dans la polarisation des macrophages a été peu étudié. Certaines études laissent suggérer un 
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rôle pro-inflammatoire de la 15-LOX-2 dans les macrophages. L’étude de Danielsson et al., 

2008 a montré que l’induction de l’expression de la 15-LOX-2 augmente la production de 

CXCL10 par les macrophages dérivés de monocytes humains (Danielsson et al., 2008). De 

plus, l’inhibition de l’expression de 15-LOX-2 par transfection de siRNA, est associée à une 

diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, IL-6, et CXCL8) dans 

les macrophages dérivés de monocytes humains (Magnusson et al., 2012). Dans les 

macrophages murins, l’inhibition de la 15-LOX-1 par un inhibiteur enzymatique spécifique, le 

PD 146176, diminue la production d’IL-12 induite par le LPS (Middleton et al., 2006). 

L’induction de l’expression de la 15-LOX-1 par l’IL-4 dans les macrophages murins est 

responsable d’une augmentation de l’expression du recepteur scavenger de type B, le CD36, 

un marqueur du phénotype M2a des macrophages (Huang et al., 1999). Cependant, d’autres 

travaux montrent que les 15-lipoxygénases possèdent un rôle anti-inflammatoire et de 

résolution de l’inflammation via la synthèse de lipoxines, résolvines et protectines, des 

médiateurs lipidiques aux propriétés anti-inflammatoires (Levy et al., 2014). 

c) Synthèse des lipoxines, résolvines et protectines 

 

 Ces métabolites lipidiques sont impliqués dans la dernière phase du processus 

inflammatoire qui est la résolution de l’inflammation (Serhan et al., 2005). L’activation de 

cette phase est en partie due au changement de synthèse des médiateurs lipidiques pro-

inflammatoires vers la synthèse de médiateurs anti-inflammatoires (Levy et al., 2001). Le 

métabolisme de l’acide arachidonique est un élément clé de l’initiation de cette dernière 

phase. La production de PGE2 au cours de l’inflammation va inhiber la production de LTB4 et 

initier celle des lipoxines par activation successive des 15-LOX et 5-LOX (Levy et al., 2001). 

Ces lipoxines constituent un signal d’arrêt du recrutement des polynucléaires neutrophiles au 

site de l’inflammation et favorisent l’élimination des cellules apoptotiques, en particulier les 

neutrophiles, par les macrophages (Godson et al., 2000). La clairance des cellules 

apoptotiques induit un changement du phénotype M1 des macrophages vers un phénotype M2 

favorisant un programme dit « de résolution de l’inflammation » via la production de TGF-β 

et d’autres médiateurs lipidiques comme les résolvines et les protectines. Les résolvines sont 

synthétisées à partir de l’acide eicosapentaénoïque (EPA) (20 :5 w-3) et les protectines à 

partir de l’acide docosahexaénoïque (DHA) (22 :6 w-3) (Levy et al., 2014). Une 

augmentation des concentrations en lipoxines et résolvines est observée dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains polarisés M2a par IL-4 (Dalli et al., 2012). De même que 



Introduction 

37 

 

l’ajout de résolvines sur des macrophages murins induit une polarisation de type M2 

caractérisée par une augmentation de l’IL-10, du MRC1 et une diminution des cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-6 et CCL2 (Titos et al., 2011). Ces médiateurs 

lipidiques contribuent à la résolution de l’inflammation et au retour à l’homéostasie.  

 En résumé, cet état de la littérature montre bien, que suivant leur environnement et les 

signaux perçus, les macrophages peuvent acquérir des fonctions distinctes (Figure 13). Mais 

la polarisation M1/M2 des macrophages ne représente pas deux populations distinctes mais un 

continuum d’états fonctionnels (Figure 14). En effet, les travaux de Redente et al., 2010, ont 

montré qu’au cours d’une infection par M tuberculosis, il existe une compartimentalisation 

temporelle et spatiale des macrophages alvéolaires murins polarisés M1 et M2 (Redente et al., 

2010). En effet, les macrophages sont dans un premier temps polarisés M1 puis c’est mêmes 

macrophages s’orientent dans le temps vers une polarisation M2 au cours du temps. En 

adéquation avec ces résultats, les récents travaux de Xu et al., 2013 ont montré qu’il existait 

une réversibilité de la polarisation M1/M2 des macrophages dérivés de monocytes murins (Xu 

et al., 2013b). Ces observations suggèrent qu’au cours d’une infection, la réponse 

inflammatoire des macrophages débute par leur activation en phénotype M1 permettant 

l’élimination des pathogènes, puis s’orientent vers une polarisation de type M2 permettant de 

réguler la réponse inflammatoire et de favoriser la réparation tissulaire et le retour à 

l’homéostasie. Ces deux fonctions opposées d’une même entité révèlent à elles seules 

l’importante complexité et plasticité de la polarisation des macrophages, dont l’équilibre est 

nécessaire pour réguler la réponse inflammatoire. 
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Figure 13: Représentation schématique de la polarisation M1/M2 des macrophages avec les 

marqueurs spécifiques de chaque état d’activation 

 

 

 

 

Figure 14: Continuum d’états fonctionnels de la polarisation des macrophages 

(Mosser et al., 2008) 
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III. Polarisation des macrophages dans les maladies infectieuses et 

 inflammatoires 

 

 La polarisation des macrophages est tributaire de l'environnement tissulaire et a fait 

l'objet d'investigation dans différentes pathologies. En effet, un déséquilibre de la balance 

M1/M2 peut conduire au développement de certaines pathologies infectieuses et 

inflammatoires comme l’asthme, la BPCO, les cancers, les maladies auto-immunes et 

métaboliques (Chinetti-Gbaguidi et al., 2011; Murray et al., 2011a; Pappas et al., 2013).  

 

A. Infections bactériennes, virales et parasitaires 

 

 Le phénotype M1 des macrophages a été mis en évidence dans des infections 

bactériennes avec différentes bactéries (Benoit et al., 2008) que sont : L.monocytogenes 

(Shaughnessy et al., 2007), S.typhimurium (Jouanguy et al., 1999) et M.tuberculosis (Chacon-

Salinas et al., 2005). Cependant, l’action prolongée et exagérée de l’activité inflammatoire 

des macrophages peut s’avérer néfaste et délétère si celle-ci n’est pas contrôlée (Benoit et al., 

2008). L’activité excessive des macrophages M1 se retrouve dans certaines pathologies aiguës 

comme le sepsis (Bozza et al., 2007) et les pneumopathies d'origines bactériennes (Smith et 

al., 2007). Certaines bactéries intracellulaires vont réussir à survivre dans les macrophages par 

l’inhibition de leurs activités pro-inflammatoires et microbicides. Par exemple, S dublin 

inhibe la production d’IL-12 dans les macrophages murins (Bost et al., 1997), de même que 

M tuberculosis inhibe l’activation du facteur de transcription NF-κB (Pathak et al., 2007). 

Cette perturbation de la polarisation M1 des macrophages par les bactéries pathogènes peut 

aller jusqu'à la reprogrammation des macrophages en phénotype M2, inefficace dans 

l’élimination des pathogènes intracellulaires. La mise en place d'un phénotype M2 des 

macrophages est retrouvée dans certaines pathologies infectieuses chroniques, comme la 

Brucellose et les infections mycobactériennes chroniques caractérisées par une production 

importante d’IL-10 (Benoit et al., 2008). De plus, l’exposition répétée et prolongée des 

macrophages à des signaux microbiens comme le LPS conduit au phénomène de tolérance 

caractérisé par une production réduite des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-12, CCL3, CCL4 et CXCL10) et une augmentation des cytokines anti-inflammatoire 
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(TGF-β, IL-10 et IL-1ra) (Mages et al., 2007; Biswas et al., 2009) dont l'action 

immunosuppressive est inefficace dans l’élimination des pathogènes intracellulaires. 

Pour ce qui concerne les infections virales, l’un des exemples les plus étudiés est celui du 

virus de l’immunodéficience humaine (VIH). Un modèle a été proposé dans lequel, les 

macrophages de phénotype M1 sont présents dans les stades précoces de la maladie et 

s’orientent vers un phénotype M2a dans la phase chronique de l’infection. Les macrophages 

M1 et M2a sont efficaces dans la lutte antivirale (Cassol et al., 2009; Cassol et al., 2010; 

Herbein et al., 2010; Cassetta et al., 2013). En effet, il a été montré in vitro, que le 

prétraitement des macrophages dérivés de monocytes humains par l’IFN-γ pour induire le 

phénotype M1 et par l'IL-4 pour induire le phénotype M2a, inhibe l’infection et la réplication 

du virus (Cassol et al., 2009). La faible susceptibilité à l’infection par le VIH des 

macrophages dérivés de monocytes polarisés M1 et M2a peut s’expliquer par la diminution de 

l’expression du récepteur CD4 qui reconnait les protéines virales gp120 du VIH (Cassol et al., 

2009). De plus, les macrophages M1 produisent des chimiokines telles que CCL3, CCL4 et 

CCL5 (Cassol et al., 2009). Ces chimiokines interagissent avec le récepteur CCR5, 

empêchant ce dernier d'agir comme co-récepteur du CD4 pour permettre l'entrer du virus dans 

la cellule. Contrairement aux macrophages M1, les macrophages M2a sont également 

impliqués dans la transmission du virus aux lymphocytes T CD4
+
 via l’induction de 

l’expression de récepteurs de type lectine, DC-SIGN (Cassol et al., 2009; Cassetta et al., 

2011).  

Les infections parasitaires sont caractérisées par une polarisation de type M2a des 

macrophages associées à l’augmentation de la production des cytokines Th2 (IL-4 et IL-13), 

une production importante d’IgE et de mucus ainsi qu’une altération des cellules musculaires 

lisses et des fibroblastes (Martinez et al., 2009). Cette polarisation M2a est nécessaire pour la 

survie de l’hôte infecté car ces macrophages participent à l’élimination des parasites 

extracellulaires par encapsulation de ces derniers et formation d’un granulome permettant de 

limiter la dissémination tissulaire (Jenkins et al., 2010). L’activité de remodelage et de 

réparation tissulaire par les macrophages M2a est très importante au cours de ce type 

d’infection pour limiter les dommages tissulaires (Herbert et al., 2004). Cependant, cette 

activité accrue de remodelage peut conduire au développement d’une fibrose délétère. 
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B. Allergie/Asthme 

 

 La polarisation des macrophages joue un rôle important dans l’asthme. Les 

concentrations en cytokines Th2, IL-4 et IL-13, sont retrouvées augmentées dans les voies 

aériennes de patients asthmatiques (Murphy et al., 2010). De même, dans les LBA, une 

augmentation de la production d’IL-13 et du nombre de macrophages alvéolaires producteurs 

d’IL-13 est observée chez ces patients (Prieto et al., 2000; Kim et al., 2008; Melgert et al., 

2011). Les concentrations en IL-13 semblent être corrélées à la sévérité de l’inflammation 

dans des modèles animaux d’asthme allergique (Draijer et al., 2013). La production des 

chimiokines de type M2 par l’IL-4 et l’IL-13 participe au recrutement des cellules 

inflammatoires impliquées dans l’asthme (lymphocytes Th2, éosinophiles, basophiles, 

macrophages et cellules dendritiques) (Barnes, 2008; Dasgupta et al., 2012), ainsi qu’à la 

libération d’histamine par les basophiles et au remodelage tissulaire via la synthèse de MMP-

12 et la production de collagène par le TGF-β (de Nadai et al., 2006; Barnes, 2008; Kim et 

al., 2009). L’expression du MRC1 ainsi que d’autres marqueurs de la polarisation M2 des 

macrophages, comme la CHI3L1 (Chitinase-3Like protein 1) et la TGM2 (Transglutaminase 

de type 2), est augmentée dans les biopsies bronchiques de patients asthmatiques (Chupp et 

al., 2007; Melgert et al., 2011; Martinez et al., 2013). La CHI3L1 participe à la prolifération 

et la différentiation des cellules impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire 

(Johansen et al., 2007) mais également à l’hyperréactivité bronchique (Ober et al., 2008). La 

TGM2 pourrait amplifier l’inflammation via l’induction de la production d’eicosanoïdes 

(Hallstrand et al., 2010). Bien qu’il existe une dominante de la réponse Th2 dans l’asthme, 

plusieurs études s’accordent à montrer que les macrophages M1 sont également impliqués 

dans cette pathologie. Les concentrations de LPS, d’IFN-γ et de TNF-α sont augmentées dans 

les expectorations et les LBA de patients asthmatiques (Berry et al., 2006; Kim et al., 2007; 

Shannon et al., 2008) et contribuent à l’inflammation des voies aériennes et à l’hyperréactivité 

bronchique via le recrutement des neutrophiles (Lukacs et al., 1995; Yang et al., 2009). La 

corticorésistance observée chez certains patients asthmatiques sévères est corrélée à une 

polarisation M1 des macrophages dans les LBA pouvant être liée à la présence de grande 

quantité de LPS dans les voies aériennes de ces patients (Goleva et al., 2008). 
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C. La Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive 

 

 Dans la BPCO, le nombre de macrophages alvéolaires est augmenté dans les voies 

aériennes et dans le parenchyme pulmonaire (Wallace et al., 1992; Di Stefano et al., 1998; 

Barnes, 2004). Cette accumulation de macrophages est corrélée avec la sévérité de la 

pathologie (Chen et al., 2003). La fumée de cigarette est le facteur de risque majeur de la 

BPCO. L’exposition in vitro à la fumée de cigarette, des macrophages dérivés de monocytes 

humains et des macrophages issus de la lignée cellulaire U937, augmente la production de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et CXCL8) suggérant l’induction d’un état de 

polarisation M1 (Demirjian et al., 2006; Karimi et al., 2006). De plus, des données non 

publiées au laboratoire ont montré que l’exposition in vitro à la fumée de cigarette augmente 

la production des cytokines M1 pro-inflammatoires (TNF-α et CXCL8) et des cytokines M2 

immunorégulatrices (CCL13 et CCL22) par les macrophages pulmonaires humains. 

Cependant, deux études récentes réalisées par Shaykhiev et al., 2009 et Hodge et al., 2011 ont 

remis en question la polarisation M1 des macrophages dans la BPCO. En effet, l'analyse 

transcriptomique de macrophages alvéolaires de patients non fumeurs, fumeurs et fumeurs 

avec BPCO a montré une diminution de l'expression de certains marqueurs M1 au profit d'une 

induction de l'expression des marqueurs M2 chez les patients fumeurs, qui s'accentue chez les 

patients BPCO (Shaykhiev et al., 2009). Parmi, les marqueurs M1 dont l'expression est 

diminuée on trouve les chimiokines (CXCL9, CXCL10, CXCL11 et CCL5) impliquées dans 

le recrutement des lymphocytes Th1 et lymphocytes T cytotoxiques. La diminution de ces 

chimiokines pro-inflammatoires serait responsable d’une altération de l’activité cytotoxique et 

phagocytaire des macrophages, associée à la persistance de certaines infections bactériennes 

et d’une augmentation des exacerbations chez les patients BPCO (Berenson et al., 2006; 

Sapey et al., 2006; Taylor et al., 2010). Parmi les marqueurs M2 dont l'expression est 

augmentée, on peut noter, le récepteur à l'adénosine A3 (ADORA3) impliqué dans 

l'immunorégulation et les métalloprotéinases matricielle-2 (MMP-2) et MMP-7 qui jouent un 

rôle dans la dégradation de la matrice-extracellulaire et le remodelage tissulaire observés chez 

les patients souffrant de BPCO (Baraldo et al., 2007). L'étude de Kim et al., 2008 a montré 

une augmentation des macrophages marqués positivement à l'IL-13 chez les patients BPCO 

suggérant une augmentation du phénotype M2 (Kim et al., 2008). L'étude de  Hodge et al., 

2011, a quant à lui montré qu'il existait un phénotype mixte M1/M2 des macrophages 

alvéolaires chez les patients BPCO (Hodge et al., 2011). En effet, certains marqueurs M1 
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(CMH de classe II) et M2 (MRC1, CD31, CD44 et CD91) sont diminués alors que d'autres 

marqueurs M1 (TNF-α, IL-1β, IL-12) et M2 (DC-SIGN) sont augmentés dans les 

macrophages alvéolaires de patients fumeurs avec BPCO (Hodge et al., 2003; Hodge et al., 

2011). 

Ces observations suggèrent que l’état de polarisation des macrophages varie en fonction de la 

sévérité et de l’évolution de la BPCO. 

 

D. Obésité  

 

 L’obésité est aujourd’hui un problème de santé publique majeur dans les pays 

industrialisés et représente un risque important de développement du diabète de type 2 

d’insulino-résistance et d’athérosclérose. L’obésité est associée à une diminution de la 

sensibilisation des adipocytes à l’insuline. La sensibilité des adipocytes à l’insuline est 

influencée par la sécrétion d’adipokines : la leptine et l’adiponectine (Tateya et al., 2013). 

L’obésité est associée au développement d’un état d'inflammation chronique du tissu adipeux. 

Les macrophages qui résident dans le tissu adipeux sont appelés ATM (Adipose Tissu 

Macrophages). Les ATM de souris saines, ont un phénotype M2 (Lumeng et al., 2007). Ces 

macrophages sont maintenus en l'état par la production d’IL-4 et d’IL-13 par les adipocytes et 

participent au maintien de l’homéostasie du tissu adipeux et à la sensibilité des adipocytes à 

l’insuline (Kang et al., 2008). En revanche chez les individus obèses, la polarisation des 

macrophages s’oriente vers un phénotype M1. Ce changement de phénotype semble être 

associé à la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par les adipocytes comme le TNF-α, 

CCL2, CCL5 et CCL8 impliqués dans le recrutement des monocytes qui vont s’activer en 

macrophages M1 (Weisberg et al., 2003; Weisberg et al., 2006). Le taux d’infiltration des 

ATM de phénotype M1 est corrélé à la sévérité de l’obésité et contribue à l’inflammation 

chronique. Ces macrophages vont secréter des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, 

IL-6) impliquées dans le phénomène d’insulino-résistance par inhibition de l’action des 

adipokines (Lumeng et al., 2007). De plus, chez les patients obèses, on observe une 

accumulation de cellules apoptotiques issues des adipocytes qui crée un environnement 

inflammatoire autour des macrophages facilitant l’activation en phénotype M1 (Cinti et al., 

2005).  
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E. Cancer 

 

 Dans le cancer, l’inflammation est majoritairement due au recrutement des monocytes 

qui vont se différencier en macrophages dans le tissu tumoral. Les macrophages M1 jouent un 

rôle anti-tumoral et sont impliqués dans l’inhibition de la croissance tumorale via leur action 

cytotoxique et pro-inflammatoire (Biswas et al., 2010; Almatroodi et al., 2014). La présence 

des macrophages M1 est notamment corrélée à un meilleur pronostic de survie dans le cancer 

pulmonaire non à petites cellules (Ohri et al., 2009; Ma et al., 2010). L’environnement 

tumoral et la progression tumorale pourraient résulter d’un changement de phénotype des 

macrophages via l'initiation d'un profil transcriptionnel spécifique proche de celui des 

macrophages M2 (M2-like). Ces macrophages au profil M2-like sont appelés TAM (Tumour 

Associated Macrophages). Les TAM sont en nombre important au sein des tumeurs et font le 

lien entre inflammation et cancer. La densité des TAM au sein des cancers est corrélée de 

manière significative à un mauvais pronostic de survie des patients (Ohri et al., 2009; Ma et 

al., 2010; Chung et al., 2012). Les TAM sont capables de secréter la cytokine anti-

inflammatoire IL-10 et produisent de faible quantité de cytokines pro-inflammatoires comme 

le TNF-α, l’IL-1β et l’IL-6, impliquées dans la régression tumorale (Mantovani et al., 2002; 

Biswas et al., 2006; Almatroodi et al., 2014). Les TAM sont de faibles producteurs de NO, de 

ROI et expriment très faiblement les CMH de classe II, ce qui leur confère un faible pouvoir 

cytotoxique, de présentation des antigènes et facilite la progression tumorale (Mantovani et 

al., 2002; Martinez et al., 2008; Almatroodi et al., 2014). Ces macrophages possèdent surtout 

une activité pro-angiogénique importante qui leur permet d’agir sur le développement tumoral 

et la dissémination de métastases (Martinez et al., 2008). L’accumulation des TAM est 

associée à l’angiogénèse et à la production de facteurs pro-angiogéniques comme le TGF-β, le 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et le PDGF (Platelet-Derived Endothelial 

Growth Factor) (Martinez et al., 2008). Les TAM produisent également de la MMP-9 qui 

participe à la destruction de la matrice extracellulaire et du stroma facilitant la migration des 

cellules cancéreuses vers  la circulation sanguine (Quatromoni et al., 2012).  
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IV. Système cholinergique et récepteurs nicotiniques α7 dans les 

 macrophages 

 

A. Le système cholinergique neuronal et non neuronal  

 

 Dans la littérature, deux systèmes cholinergiques sont actuellement décrits. Le système 

cholinergique neuronal et le système cholinergique non neuronal. Ce dernier correspond à la 

production d'acétylcholine (ACh) dans les cellules non neuronales.  

L'acétylcholine, principal neurotransmetteur endogène du système nerveux cholinergique, est 

synthétisée, stockée et libérée par les terminaisons nerveuses cholinergiques (Prado et al., 

2002). La synthèse d’ACh est réalisée à partir d’acétyl-coenzyme A (acétyl-coA) et de 

choline catalysée par  la choline acétyltransférase (ChAT) et dans une moindre mesure par la 

carnitine acétyltransférase (CarAT) (Tucek et al., 1982). La choline est transportée dans la 

cellule via l’expression du transporteur de haute affinité pour la choline (ChT1). 

L’acétylcholine nouvellement synthétisée est capturée et stockée dans des vésicules 

synaptiques par le transporteur vésiculaire de l’acétylcholine (VAChT) avant d’être libérée 

par exocytose dans le milieu extracellulaire. L’acétylcholine libérée interagit avec deux types 

de récepteurs, les récepteurs nicotiniques et les récepteurs muscariniques. Afin de limiter 

l’action de l’acétycholine au niveau de la synapse, celle-ci est dégradée par 

l’acétylcholinestérase en choline et acétate. La butyrylcholinestérase est également capable de 

dégrader l’acétylcholine mais n'est pas impliquée dans la dégradation de l'acétycholine au 

niveau synaptique. La choline est ensuite recyclée à l’intérieur de la cellule par le transporteur 

ChT1 pour être une nouvelle fois utilisée comme substrat (Figure 15). 
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Figure 15: Les différents composants du système cholinergique neuronal 

(Gwilt et al., 2007) 

 

En plus de cette synthèse au niveau neuronal, l’acétycholine est également synthétisée et 

secrétée par des cellules dites non neuronales, définissant ainsi le « système cholinergique non 

neuronal » (Wessler et al., 1998; Galvis et al., 2006). Le système cholinergique non neuronal 

utilise les mêmes composants que le système cholinergique neuronal. On y retrouve la 

choline, la ChAT, le transporteur ChT1 et l’acétylcholinestérase (Gwilt et al., 2007). Parmi 

les différents types cellulaires impliqués, on trouve principalement les cellules épithéliales et 

endothéliales, les cellules musculaires ainsi que de nombreuses cellules du système 

immunitaire dont les macrophages. L’expression de la choline acétyltransférase associée à 

une production d’acétylcholine a été décrite dans les macrophages alvéolaires chez l’Homme 

(Wessler et al., 1999; Wessler et al., 2001b). Ce système cholinergique non neuronal pourrait 

participer au tonus cholinergique bronchique et à l’inflammation pulmonaire dans l’asthme et 

la BPCO (Wessler et al., 2001b). Même si d’un point de vue fonctionnel, ces deux systèmes 

semblent être similaires, ils possèdent cependant une différence majeure dans le processus de 

stockage de l’acétylcholine. Contrairement aux cellules neuronales, où l’acétylcholine est 

stockée dans des vésicules synaptiques, l’acétylcholine issue des cellules non neuronales 

semble être immédiatement secrétée après sa synthèse. Ainsi les concentrations péricellulaires 

resteraient faibles au regard des concentrations intra-synaptique. L’utilisation de placenta 



Introduction 

47 

 

humain comme modèle d’étude a mis en évidence que la libération d’acétylcholine non 

neuronale est réalisée par les transporteurs de cation organique (OCT) (Wessler et al., 2001a).  

Une fois l’ACh libérée par la cellule, cette dernière interagit de manière autocrine et paracrine 

sur ses récepteurs muscariniques et nicotiniques. 

 

1) Les récepteurs cholinergiques 

 

L’acétylcholine est le ligand endogène des récepteurs cholinergiques qui se divisent en 

deux entités : les récepteurs nicotiniques (nAChRs) et les récepteurs muscariniques 

(mAChRs). Dans cette partie nous insisteront d’avantage sur les récepteurs nicotiniques que 

muscariniques puisqu’ils sont l’objet de notre étude sur la polarisation des macrophages. 

 

a) Les récepteurs muscariniques 

 

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs métabotropiques qui appartiennent à 

la superfamille des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Il 

existe 5 sous-types de récepteurs différents (M1 ; M2 ; M3 ; M4 ; M5). Chaque sous-type de 

récepteur se compose : d’une extrémité N-terminale (N-Ter) extracellulaire qui fixe le ligand, 

de 7 domaines transmembranaires et d’une extrémité intracellulaire couplée aux protéines G. 

L’expression des sous-types de récepteurs muscariniques (M1-M5) a été décrite dans les 

cellules immunitaires comme les leucocytes, les lymphocytes B et T, les monocytes et les 

macrophages. Au niveau du tissu pulmonaire, l’expression des sous-types de récepteurs 

muscariniques M1, M2 et M3 est documentée dans les voies aériennes (Mak et al., 1990; 

Gwilt et al., 2007). On retrouve une expression des récepteurs M1-M5 dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains, les macrophages humains isolés d'expectorations induites, les 

macrophages alvéolaires et les macrophages pulmonaires (Profita et al., 2005; Gwilt et al., 

2007; Koarai et al., 2012). 

Les récepteurs M1, M3 et M5 sont couplés aux protéines Gq qui activent la phospholipase C 

(PLC), responsable à son tour de la synthèse d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et de 

diacylglycérol (DAG) qui induit une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca
2+

 

responsable de la contraction du muscle lisse trachéo-bronchique et de la sécrétion de mucus 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Phospholipase
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(Rogers, 2002; Racke et al., 2004; Gosens et al., 2006). A l’inverse, les récepteurs M2 et M4 

sont principalement couplés à des protéines G inhibitrices (Gi) qui entraînent une diminution 

de la synthèse d’AMPc (Adenosine Mono Phosphate cyclique) et de la PKA (Protéine Kinase 

A), responsable de l’inhibition de la contraction de muscle lisse.  

Les récepteurs muscariniques sont également impliqués dans la réponse inflammatoire 

orchestrée par les macrophages. Une étude récente a montré que la stimulation des 

macrophages pulmonaires par le carbachol, induit la sécrétion de LTB4, impliqué dans 

l’attraction des neutrophiles, mais ne module pas la production de CXCL8 et d’IL-6 (Koarai 

et al., 2012). L’utilisation du tiotropium, un antagoniste des récepteurs muscariniques, inhibe 

le recrutement des neutrophiles par les macrophages alvéolaires humains (Vacca et al., 2011). 

 

b) Les récepteurs nicotiniques 

(1) Les différents sous-types de récepteurs nicotiniques 

 

Les récepteurs nicotiniques appartiennent à la grande famille des récepteurs canaux 

extracellulaires (LGIC ou Ligand Gated Ion Channel) à boucle-cysteine (Cys-Loop receptor). 

Ce sont des pentamères qui forment un canal ionique perméable aux ions. Ces pentamères se 

composent de sous-unités homologues ou hétérologues qui s’arrangent symétriquement autour 

d’un axe perpendiculaire à la membrane. Il existe deux types de récepteurs nicotiniques que 

sont les récepteurs nicotiniques de type musculaire et de type neuronal. 

Les récepteurs nicotiniques de type musculaire sont impliqués dans l’initiation de la 

contraction musculaire (Albuquerque et al., 2009). Ils sont localisés de manière très dense 

dans les membranes post-synaptiques du myocyte (muscle strié squelettique) au niveau de la 

jonction neuromusculaire (plaque motrice). Les récepteurs nicotiniques musculaires sont 

constitués de 5 sous-unités : α ; β ; γ ; δ ; et ε.  

Les récepteurs nicotiniques de type neuronal sont quant à eux présent au niveau du système 

nerveux central ainsi que dans les cellules non neuronales. Ils sont exprimés au niveau 

présynaptique où ils jouent un rôle dans le contrôle de la libération de divers 

neurotransmetteurs. Ils sont aujourd’hui très étudiés dans de nombreuses maladies 

neurologiques (Alzheimer, Parkinson, schizophrénie) et en tant que cible pharmacologique 

dans l'immunité et la dépendance à la nicotine (Varénicline, agoniste partiel α4/β2). Les 
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Récepteurs avec sous-unités: 

• 2-6 = haute affinité pour nicotine

• 7-10 = faible affinité pour nicotine

HétéropentamèresHomopentamères

Site de liaison à 
l’acétylcholine

récepteurs nicotiniques de type neuronal sont constitués de neuf sous-unités alpha (α2, α3, α4, 

α5, α6, α7, α8, α9 et α10) et 3 sous-unités bêta (β2, β3 et β4) (Albuquerque et al., 2009). Ces 

sous-unités s’associent en homopentamères composés de cinq sous-unités identiques (α7, α8 

et α9) ou sous forme d’hétéropentamères formés d’une association de deux sous-unités 

différentes α et β avec une stœchiométrie de (αx)2(βx)3 (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Structure des récepteurs cholinergiques nicotiniques  de type homopentamère (α7) et 

hétéropentamère (α4β2) 

(de Jonge et al., 2007) 

 

(2) Structure des récepteurs nicotiniques 

 

La structure des récepteurs nicotiniques a été très bien étudiée grâce à leur homologue 

présent dans le tissu électrique du poisson Torpedo. Le récepteur nicotinique est une 

glycoprotéine membranaire d’une masse moléculaire d’environ 290 kDa. Ces récepteurs se 

composent de 5 sous-unités dont chacune possède un grand domaine extracellulaire 

hydrophile avec une extrémité N-terminale, 4 domaines transmembranaires hydrophobes 

(M1-M4), deux boucles intracellulaires hydrophiles qui lient les 4 domaines 

transmembranaires entre eux et une courte séquence extracellulaire C-terminale (Tsetlin et al., 

2011). De plus, chaque sous-unité contient dans sa partie N-terminale, une boucle cystéine 

formée de deux résidus cystéines à l’origine de la transduction du signal d’ouverture du canal. 

Le grand domaine extracellulaire possède des sites de fixation pour les agonistes, antagonistes 
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compétitifs et non compétitifs et les modulateurs allostériques positifs (PAM). Les 4 

domaines transmembranaires permettent la formation du canal ionique qui s’organise autour 

du domaine transmembranaire amphiphile M2 de chacune des 5 sous-unités associées.  

Le site de fixation des agonistes nicotiniques se situe dans la partie N-terminale du récepteur. 

Il est situé à l’interface entre deux sous-unités ; une sous-unité α et une autre sous-unité 

complémentaire (γ, δ ou ε pour les récepteurs de type musculaire, α ou β pour les récepteurs 

de type neuronaux). Ce site de fixation est capable de lier les agonistes nicotiniques et 

antagonistes compétitifs. Les récepteurs hétéropentamériques possèdent deux sites de 

fixations contrairement aux récepteurs homopentamériques qui est en possèdent 5. Lorsqu’un 

agoniste stimule le récepteur nicotinique, celui-ci s’active pour former un canal ionique 

perméable aux ions Na
+
, K

+
 et Ca

2+
 qui vont entrer dans le cytoplasme de la cellule. La 

stimulation des récepteurs nicotiniques induit un influx calcique soit par l’ouverture du canal 

soit par l’entrée de charge positive dans la cellule qui conduit à la dépolarisation membranaire 

de la cellule provoquant l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants et l’entrée des 

ions Ca
2+

. 

Concernant les antagonistes non compétitifs, il existe deux sites d’interactions. Un site de 

haute affinité localisé dans le canal pour inhiber de manière stérique le passage des ions. Et un 

second site de faible affinité, localisé au niveau membranaire pour bloquer le récepteur de 

façon allostérique. 

Les récepteurs nicotiniques ont la propriété de pouvoir interagir avec des modulateurs 

allostériques positifs, permettant d’augmenter la sensibilité des récepteurs pour leur ligand. 

Ces agents modulateurs positifs, favorisent et amplifient la réponse des agonistes nicotiniques. 

Ils se fixent sur un site distinct, situé dans la partie N-terminale extracellulaire des récepteurs 

nicotiniques.  

 

(3) Expression des récepteurs nicotiniques  

 

 Les récepteurs nicotiniques sont majoritairement exprimés au sein du système nerveux 

central et périphérique. La mise en évidence d’un système cholinergique non neuronal a 

cependant révélée que ces récepteurs étaient également exprimés par les cellules 

immunitaires, comme les monocytes (Wang et al., 2003), neutrophiles (Benhammou et al., 

2000), éosinophiles (Blanchet et al., 2007), lymphocytes (Hiemke et al., 1996; Villiger et al., 
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2002; Peng et al., 2004) et macrophages (Sekhon et al., 1999; Wang et al., 2003; Khan et al., 

2012).  De nombreuses études ont montré que l’expression du récepteur nicotinique α7 dans 

les macrophages est responsable de l’effet anti-inflammatoire du système cholinergique, 

décrit pour la première fois par l’équipe du Dr. Kevin J. Tracey (Borovikova et al., 2000; 

Wang et al., 2003; Parrish et al., 2008). 

 

B. Les récepteurs nicotiniques α7  

1) Structure du récepteur nicotinique α7 

 

 Les récepteurs nicotiniques α7 sont de type homopentamérique, formés par 

l’assemblage de 5 sous-unités α7 identiques qui forment un pore fonctionnel (figure 14). Le 

gène codant pour la sous-unité α7 (CHRNΑ7) est situé sur le chromosome 15 et se compose 

de 10 exons. L’exon 1 correspond au peptide signal de la protéine. Le site de liaison des 

agonistes est situé dans la partie N-terminale extracellulaire codé par les exons 2 à 6. Les 

exons 7 à 8 codent pour les 3 premiers domaines transmembranaires dont le deuxième forme 

le canal ionique. Les exons 9 à 10 codent pour la boucle intracellulaire cytoplasmique ainsi 

que pour le quatrième et dernier domaine transmembranaire. La sous-unité α7 est une protéine 

de 57 kDa, composé de 502 acides aminés. Les récepteurs nicotiniques α7 possèdent une forte 

affinité pour fixer l’α-bungarotoxine, une neurotoxine de serpent, qui possède des propriétés 

antagonistes sur ce dernier. Le site de liaison de cet antagoniste se trouve dans la partie N-

terminale extracellulaire codée par les exons 1-5. Le canal ionique des récepteurs nicotiniques 

α7 possède une forte perméabilité aux ions calciques ainsi qu’une rapide désensibilisation lors 

d’une exposition prolongée à un agoniste nicotinique (Couturier et al., 1990). 

L’épissage alternatif conduit à la formation de six variants d’ARN messager codant pour la 

sous-unité α7 dont on ne connait pas encore très bien les propriétés fonctionnelles; et une 

nouvelle forme partiellement dupliquée du récepteur nicotinique α7, codé par le gène 

CHRFAM7A (Gault et al., 1998; Araud et al., 2011). Les exons 5 à 10 du gène CHRNΑ7 sont 

dupliqués et les exons 1 à 4 sont remplacés par quatre nouveaux exons du gène FAM7A 

nommés α7A, α7B, α7C et α7D. Cette forme dupliquée du récepteur code pour une protéine 

appelée dupα7. Cependant, on s’interroge actuellement sur l’activité fonctionnelle de ce 

récepteur dupα7. En effet, plusieurs études n’ont pas montré d’activité de la nicotine sur ce 
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récepteur (Villiger et al., 2002). L’absence des exons 1 à 4 pouvant expliquer cette absence 

d’activité fonctionnelle du récepteur dupα7.  

L’expression du gène CHRFAM7A est uniquement retrouvée chez l’Homme au niveau du 

système nerveux central, des leucocytes (Villiger et al., 2002), des macrophages humains (de 

Lucas-Cerrillo et al., 2011) ainsi que dans les lignées cellulaires de monocytes (THP-1, U937 

et Mono-Mac-6) (Benfante et al., 2011). La découverte d’un polymorphisme du gène 

CHRFAM7A serait corrélée au développement de certaines maladies psychiatriques comme la 

schizophrénie et les troubles bipolaires (Flomen et al., 2006; Sinkus et al., 2009). 

 

2) Rôle du récepteur nicotinique α7 dans les fonctions des 

 macrophages 

 

Différents travaux ont été consacrés au rôle du système cholinergique dans la 

composante inflammatoire d’origine macrophagique. Plusieurs travaux dans la littérature ont 

mis en évidence que la nicotine et la fumée de cigarette altèrent les propriétés fonctionnelles 

et microbicides des macrophages, comme la phagocytose  (Phipps et al., 2010; Kar Mahapatra 

et al., 2011) et la production de médiateurs de l’inflammation (Borovikova et al., 2000). Une 

grande partie de ces effets sont attribués à une accumulation de la nicotine dans les lysosomes 

de macrophages. Dans la littérature, cette composante anti-inflammatoire cholinergique est 

due aux sous-unités α7 des récepteurs nicotiniques exprimées par les macrophages humains 

(Wang et al., 2003). En effet, la stimulation des macrophages par des agonistes nicotiniques 

α7 semble avoir un effet inhibiteur sur la production des cytokines pro-inflammatoires 

caractéristiques du phénotype M1 des macrophages. Ainsi, la nicotine inhibe la production de 

TNF-α, IL-1 et IL-6 par les macrophages dérivés de monocytes humains stimulés par le LPS 

(Wang et al., 2003), d'IL-1 et de CXCL8 par une lignée de macrophages U937 stimulés par le 

LPS (Sugano et al., 1998). De la même manière, l’épibatidine, agoniste des récepteurs 

nicotiniques α7, inhibe la production de TNF-α, IL-1β, IL-6 et IL-18 par la lignée de 

macrophages U937 stimulés par le LPS (Chernyavsky et al., 2010). Enfin, l’acétylcholine 

inhibe la production LPS-induite de TNF-α, d’IL-1β, IL-6 et IL-18 dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains (Borovikova et al., 2000). La choline, agoniste des récepteurs 

α7, diminue également la production LPS induite de TNF-α dans les macrophages dérivés de 

monocytes humains (Parrish et al., 2008). Cette action inhibitrice des agonistes nicotiniques 

sur la production des cytokines pro-inflammatoires est médiée par les récepteurs nicotiniques 



Introduction 

53 

 

α7. En effet, chez des souris déficientes pour le gène codant les sous-unités α7, aucune 

diminution de la production de TNF-α n’est observée en présence d’acétylcholine et de 

nicotine (Wang et al., 2003). De plus, ces effets immunorégulateurs par les agonistes 

nicotiniques ont été pour certains inhibés par l’α-bungarotoxine, antagoniste des sous-unités 

α7 (Yoshikawa et al., 2006; Amoruso et al., 2007). Les travaux de Wongtrakool et al., 2012 

montrent que les marqueurs de la polarisation M2 des macrophages (TGF-β, IL-13 et Arg-1) 

sont augmentés après 24h et 48h d’exposition à la nicotine dans les macrophages alvéolaires 

murins (Wongtrakool et al., 2012). 

 

3) Voie de signalisation du récepteur α7 

   

 Le récepteur nicotinique α7 est un canal ionique dont l’activation conduit, à une 

augmentation des concentrations en Ca
2+

 intracellulaire. Cependant, la stimulation de ce 

récepteur par la nicotine et l’acétylcholine n’induit pas d’augmentation du flux ionique dans 

les cellules non neuronales comme les leucocytes humains (Villiger et al., 2002). Dans les 

monocytes et les macrophages, l’action anti-inflammatoire des récepteurs nicotiniques α7 

semble principalement médiée par deux voies de signalisations intracellulaires, NF-κB et 

Jak/STAT.  

L’activation du récepteur nicotinique α7 entraine l’inhibition du facteur de transcription NF-

κB dans les macrophages (Wang et al., 2004; de Jonge et al., 2007). En condition de non 

stimulation, ce facteur de transcription est retenu dans le cytoplasme par une protéine 

inhibitrice « IκB ». Lors d’une stimulation par une endotoxine telle que le LPS, il y a 

dégradation de IκB par phosphorylation et ubiquitination, ce qui permet à NF-κB d’être libéré 

et transloqué vers le noyau pour initier l’expression de ses gènes cibles (Takeda et al., 2004). 

La stimulation des récepteurs nicotiniques α7 dans les monocytes humains inhibe la 

dégradation d’IκB par le protéasome ce qui conduit au maintien de NF-κB dans le cytoplasme 

et l’absence de transcription des gènes de l’inflammation (Yoshikawa et al., 2006).  

L’autre voie de signalisation responsable des effets anti-inflammatoires des récepteurs 

nicotiniques α7 dans les cellules non neuronale est la voie Jak2/STAT3. L’activation du 

récepteur α7 conduit au recrutement et à la phosphorylation de Jak2 qui induit successivement 

l’activation du facteur de transcription STAT3. Ce facteur de transcription STAT3 semble 

jouer un rôle important dans l’effet anti-inflammatoire de la nicotine. Dans les macrophages 
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péritonéaux, l’inhibition de la production du TNF-α par la nicotine est dépendante de la 

phosphorylation de STAT3 (de Jonge et al., 2005).  

 

Par ailleurs dans les monocytes humains, l’activité anti-inflammatoire de la nicotine pourrait 

aussi passer par l’inhibition de l’expression du TLR4 via la diminution de l’expression de son 

co-récepteur le CD14 (Hamano et al., 2006).  

 

D’autres voies de signalisation sont également modulées par les agonistes nicotiniques. Dans 

un modèle de monocytes humains, la nicotine augmente l’expression de la COX-2 et la 

production de PGE2 (Takahashi et al., 2006). L’activation de la PKA serait responsable de 

l’effet inhibiteur de la nicotine sur la production des cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et 

IL-18) induite par le LPS dans les monocytes humains (Takahashi et al., 2006).  

 

Récemment, une étude a mis en évidence que l’effet anti-inflammatoire induit par la 

stimulation des récepteurs nicotiniques α7 pouvait impliquer le microARN-124. Ce 

microARN-124 est un transcrit non codant de 18 à 25 nucléotides qui inhibe l’ARNm. Dans 

une lignée cellulaire de macrophages murins (RAW264.7), les travaux de Sun et al., 2013 

montrent que la nicotine induit une augmentation du microARN-124, responsable de 

l’inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires via l’inhibition de l’activité du 

facteur de transcription STAT3 (Sun et al., 2013). 

 

4) Les récepteurs nicotiniques α7 : une cible thérapeutique 

 

 Depuis la découverte du rôle important des récepteurs nicotiniques α7 dans les 

processus de régulation de l’inflammation ainsi que dans certaines pathologies neurologiques, 

ce dernier est devenu une cible d’intérêt thérapeutique. Compte tenu des effets secondaires et 

toxiques de la nicotine, plusieurs dizaines de molécules ciblant le récepteur nicotinique α7 ont 

été développées au cours de la dernière décennie. Certaines de ces molécules représentent des 

pistes prometteuses. Parmi ces composés, le mieux caractérisé est le GTS-21, un agoniste 

partiel des récepteurs nicotiniques α7. Le GTS-21 ou DMXB-A est une molécule trouvée dans 

le ver nemertine du Pacifique (Paranemertes peregrina). Des études in vivo ont montré un 

rôle bénéfique du GTS-21 dans la schizophrénie (Olincy et al., 2007) et la maladie de 

Parkinson (Suzuki et al., 2013), et une étude clinique de phase 2 est actuellement en cours 
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pour évaluer les effets bénéfique du GTS-21 contre placebo dans la schizophrénie 

(NCT01400477). Outre ces effets sur les maladies neurologiques, le GTS-21 apparait 

également bénéfique pour limiter les processus inflammatoires. Des études in vitro rapportent 

que le GTS-21 diminue la production des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-1β) 

dans les monocytes humains (Rosas-Ballina et al., 2009), les macrophages de souris (Pavlov 

et al., 2007) et diminue la production d’IL-10 dans les cellules mononucléaires humaines du 

sang périphérique (PBMC pour Peripheral Blood Mononuclear Cell) (Kox et al., 2009). In 

vivo, le GTS-21 a montré un effet anti-inflammatoire chez des souris atteintes d’une 

pancréatite (van Westerloo et al., 2006) ou de lésions pulmonaires induites par ventilation 

mécanique (Kox et al., 2011b). Un effet bénéfique du GTS-21 sur le taux de survie de souris 

soumises à des brûlures expérimentales a également été reporté (Khan et al., 2012). Une étude 

clinique portant sur l’évaluation du GTS-21 dans la réponse immunitaire chez l’Homme a 

montré une corrélation inverse entre les concentrations plasmatiques de GTS-21 et celles de 

TNF-α, IL-6 et IL-1ra (Kox et al., 2011a). 

V. Introduction aux travaux de thèse 

 

 Dans la littérature, de nombreux travaux ont étudié la polarisation des macrophages 

dans différents modèles cellulaires de macrophages à la fois chez l’Homme mais également 

chez la souris. Les résultats émanant de ces différentes études montrent qu’en terme de 

spécificité des marqueurs de la polarisation M1 ou M2, il existe des différences inter-espèces 

ainsi qu’entre les macrophages dérivés de monocytes et les macrophages tissulaires (Stout et 

al., 2004; Li et al., 2007; Martinez et al., 2013; Shay et al., 2013; Gundra et al., 2014). La 

polarisation des macrophages est impliquée dans certaines pathologies infectieuses et 

pulmonaires (Benoit et al., 2008; Boorsma et al., 2013). La connaissance des marqueurs de 

polarisation des macrophages pulmonaires est donc nécessaire pour mieux comprendre leur 

rôle dans ces pathologies mais n’a jamais fait l’objet de travaux de recherche. Ainsi, l’objectif 

premier de notre étude sera d’étudier la polarisation des macrophages pulmonaires humains 

en phénotype M1 induit par le LPS et M2 induit par les cytokines Th2 (IL-4 et IL-13) en se 

focalisant sur l’étude des marqueurs membranaires et la production de médiateurs de 

l’inflammation comme les cytokines, chimiokines et les métabolites lipidiques. En deuxièmes 

partie de ces travaux de recherche nous nous intéresserons à deux voies de régulation de la 

polarisation des macrophages pulmonaires humains. La voie de la 15-lipoxygénase, une 
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enzyme du métabolisme lipidique et la voie du système cholinergique non neuronal via les 

récepteurs nicotiniques de type α7, dans les macrophages pulmonaires humains polarisés M1 

et M2.  
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I. Isolement et culture des macrophages pulmonaires humains 

 

A. Isolement des macrophages pulmonaires 

 

Les tissus pulmonaires humains ont été obtenus sur des parties macroscopiquement 

saines de pièces opératoires de poumons de patients opérés pour cancer broncho-pulmonaire 

(résection ou lobectomie) à l’hôpital Foch (Suresnes, France) ou à la clinique du Val d’or 

(Saint Cloud, France). Le Comité de Protection des Personnes Île de France VIII a émis un 

avis favorable pour l’obtention de ces pièces chirurgicales.  

Les macrophages pulmonaires ont été isolés selon une technique préalablement décrite 

(Jeyaseelan et al., 2005; Buenestado et al., 2012). Ils ont été obtenus à partir d’un fragment de 

parenchyme pulmonaire prélevé à distance de la tumeur, lavés dans du milieu RPMI 

additionné d’antibiotiques puis finement découpés et lavés de nouveau. Le liquide de lavage 

obtenu est ensuite centrifugé (2000 rpm, 10 min, 25°C) et le culot remis en suspension dans 

du milieu supplémenté, en présence de 10% de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté. 

La suspension cellulaire a été ajustée à 10
6
 cellules.mL

-1
 et 1 mL de cette suspension a été 

déposé dans chaque puits d’une plaque 24 puits et mis à incuber 1h et demie à 37°C en 

atmosphère humidifiée contenant 5% de CO2. Durant cette étape, les macrophages adhèrent 

sur le support plastique. Au bout du temps imparti, les cellules non adhérentes ont été 

éliminées par trois rinçages successifs au RPMI. Après vérification au microscope inversé de 

l’absence de globules rouges, 1 mL de milieu RPMI supplémenté contenant 10% de sérum de 

veau fœtal a été ajouté dans chaque puits, et la plaque a été maintenue à l’étuve pendant une 

nuit. Il a été démontré par une technique de microscopie optique après coloration par la 

méthode de May-Grünewald-Giemsa ainsi que par immunohistochimie avec marquage par un 

anticorps anti-CD68 (anticorps monoclonal humain anti-CD68, Dako, Trappes, France), que 

la population de cellules adhérentes isolée par cette technique était constituée à plus de 95% 

par des macrophages. La viabilité cellulaire observée après marquage des cellules mortes au 

bleu trypan était supérieure à 90%. 

B. Culture des macrophages pulmonaires 

 

 Au lendemain de l’isolement des macrophages pulmonaires, ces derniers ont été lavés 

avec du RPMI supplémenté en antibiotiques et glutamines, puis 1 mL de milieu RPMI 

complet (1% de SVF) a été déposé dans chaque puits. Les macrophages ont ensuite été traités 
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avec différentes molécules pharmacologiques et de nouveau laissés 1h à 37°C, 5% de CO2. 

Au terme de cette heure, le LPS (10 ng.mL
-1

), l’IL-4 (10 ng.mL
-1

) ou l’IL-13 (50 ng.mL
-1

), 

ont été ajoutés au milieu de culture afin de favoriser la différenciation des macrophages vers 

un profil M1 (LPS) ou M2 (IL-4/IL-13). Après 24h d’incubation, les macrophages ont dans 

un premier temps été comptés au microscope inversé afin de déterminer la concentration 

cellulaire. Dans un second temps, les surnageants ont été collectés et centrifugés à 2000 rpm 

pendant 5 min à 4°C et répartis en deux aliquots de 500 µL puis congelés à -20°C. Les 

macrophages adhérés au fond du puits ont été lysés et récupérés dans 1 mL de TRIzol
®
 pour 

les expériences de biologie moléculaire. 

 

1) Traitement pharmacologique des macrophages pulmonaires 

 humains 

 

Article 1: Phenotypic characterization of polarized human lung macrophages 

 Les macrophages pulmonaires ont été incubés avec du LPS (10 ng.mL
-1

), de l’IL-4 (10 

ng.mL
-1

) et de l’IL-13 (50 ng.mL
-1

) pendant 24h afin d’étudier le profil transcriptomique et 

protéomique des macrophages pulmonaires polarisés en phénotype M1 (LPS) et en phénotype 

M2 (IL-4/IL-13). 

 

Article 2: 15-Lipoxygenases regulate the production of chemokines in human lung 

macrophages 

 Les macrophages pulmonaires ont été traités par un inhibiteur spécifique de la 15-

lipoxygénase, le PD 146176 (1-10 µM), pendant 1h. Les macrophages ont ensuite été stimulés 

avec le LPS (10 ng.mL
-1

), l’IL-4 (10 ng.mL
-1

) ou l’IL-13 (50 ng.mL
-1

)  pendant 24h pour 

induire d’une part le phénotype M1 (LPS) et d’autre part le phénotype M2 (IL-4/IL-13) des 

macrophages pulmonaires humains. Les macrophages pulmonaires ont également été pré-

incubés pendant 30 min avec un inhibiteur non spécifique des cyclooxygénases, 

l’indométhacine (1 µM) ainsi qu’un inhibiteur de la protéine activatrice de la 5-

lipoxygnénase, le MK 886 (1 µM) avant d’être traités avec le PD 146176 pendant 1h puis 

stimulés par le LPS (10 ng.mL
-1

), l’IL-4 (10 ng.mL
-1

) et l’IL-13 (50 ng.mL
-1

) pendant 24h. 

Un second inhibiteur non spécifique de la 12- et 15-lipoxygénase, le NDGA (1-10 µM) a 

également été évalué sur les macrophages pulmonaires humains selon le même protocole 

décrit ci-dessus. Les résultats obtenus avec cet inhibiteur sont présentés dans la partie résultats 

complémentaires de cet article. 
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Article 3: The role of α7 nicotinic receptor in the polarization of human lung macrophages 

 Les macrophages pulmonaires ont été traités par des agonistes partiels du récepteur 

nicotinique α7 : l’EVP-6124 à la concentration de 1 µM et 20 µM, le GTS-21 ainsi que son 

métabolite actif, le 4OH-GTS-21, à des concentrations croissantes de 10 à 100 µM pendant 

1h. Les macrophages pulmonaires ont ensuite été stimulés pendant 24h avec du LPS (10 

ng.mL
-1

) et de l’IL-13 (50 ng.mL
-1

). Les macrophages ont également été exposés à des 

antagonistes nicotiniques spécifiques (α-bungarotoxine) et non spécifiques 

(methyllycaconitine) du récepteur nicotinique α7 pendant 30 min avant d’être traités par les 

agonistes partiels α7 pendant 1h puis stimulés pendant 24h avec le LPS (10 ng.mL
-1

) et l’IL-

13 (50 ng.mL
-1

). D’autres agonistes du récepteur nicotinique α7 (Tableau ci-après) ont 

également été évalués sur les macrophages pulmonaires humains selon la même méthode 

décrite ci-dessus. Ces résultats seront présentés dans la partie résultats complémentaires de 

l’article 3.   

 

Molécule Mécanisme d’action EC50 (µM) modèle Références 

 

Acétylcholine 

 

Agoniste endogène des 

nAChRs 
36 

Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Papke et al., 2005) 

 

AR-R17779 

hydrochloride 

 

Agoniste α7 6 
Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Papke et al., 2005) 

 

EVP-6124 

 

Agoniste partiel α7 3 
Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Prickaerts et al., 2012) 

 

GTS-21 

 

Agonistes partiels α7 109 

 

Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Meyer et al., 1998) 

 

4OH-GTS-21 

 

Agonistes partiels α7 4.7 

 

Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Papke et al., 2005) 

 

Nicotine 

 

Agoniste mixte α7 et  α4 26 
Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Briggs et al., 1998) 

 

PNU 282987 

 

Agoniste α7 0.128 
Culture neurones hippocampiques de 

rat 
(Toyohara et al., 2010) 

 

SEN 12333 

 

Agoniste α7 1.6 

Lignée cellulaire somatolactotrope 

GH4C1 exprimant le récepteur 

nicotinique α7 de rat 

(Roncarati et al., 2009) 

 

TC 1698 

dihydrochloride 

 

Agoniste α7 0.16 
Récepteurs nicotiniques α7 humains 

clonés sur ovocytes de xénope 
(Papke et al., 2005) 

 

Varénicline 

 

Agoniste α7 

 

Agoniste partiel α4/β2 

18 

 

2.3 

Récepteurs nicotiniques α7 et α4/β2 

de  rats clonés sur ovocytes de 

xénope 

(Mihalak et al., 2006) 

 

Propriétés des agonistes du récepteur nicotinique α7 utilisés dans notre étude 
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2) Transfection des macrophages par la technique de siARNs 

   

 Au lendemain de l’isolement des macrophages pulmonaires humains, ces derniers ont 

été lavés avec du RPMI supplémenté en glutamine. Les macrophages ont été comptés, 

décollés et repris dans du RPMI avec glutamine. Les cellules ont été réparties afin que chaque 

condition de transfection contienne 1.10
6
 de macrophages pulmonaires. Les macrophages ont 

été centrifugés à 2000 rpm pendant 10 min à 25°C. Après centrifugation, les macrophages 

sont repris très doucement dans 100 µL de la solution Nucleofector®  II contenu dans le kit de 

transfection pour macrophages humains (Amaxa® Human Macrophage Nucleofector® Kit, 

Lonza, Fance) supplémentée de 300 nM de siARN spécifique du gène cible ou d’un contrôle 

négatif appelé siARN « scrambled ». Cette suspension a ensuite été déposée dans une cuvette 

à transfection permettant de transfecter les macrophages par l’Amaxa® Nucleofector® II. Le 

programme de transfection appliqué aux macrophages a été défini part l’Amaxa® Human 

Macrophage Nucleofector® Kit. Un fois la transfection réalisée, les macrophages ont été 

repris dans 500 µL de RPMI complet à 10% de SVF et déposés dans une plaque 12 puits 

préalablement préparée avec 1,5 mL de milieu complet RPMI avec 10% de SVF. 

 

II. Biologie moléculaire 

 

A. Transcriptomique 

 

1) Extraction des ARNs 

 

 La lyse des macrophages pulmonaires a été réalisée avec 1 mL de TRIzol
®
, qui permet 

d’effectuer une lyse cellulaire tout en maintenant et en protégeant l’intégrité des ARNs. 200 

µL de chloroforme ont été ajoutés, puis une centrifugation de 15 min à 12000 rpm a permis 

l’obtention de deux phases : une phase aqueuse supérieure contenant les ARNs, et une phase 

organique inférieure contenant les protéines et les ADNs. La phase aqueuse a été récupérée, 

puis les ARNs ont été précipités par ajout de 500 µL d’isopropanol (100%) et récupérés par 

centrifugation à 12000 rpm pendant 10 min à 4°C. Les culots ont ensuite été lavés avec 1 mL 

d’éthanol à 70°, séchés et remis en solution dans 20 µL d’eau, puis conservés à -80°C. La 

quantité d’ARNs extraite a été estimée par spectrophotométrie à 260 nm (Spectrophotomètre 

Biowave DNA; Biochrom, Cambridge, Angleterre). 
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2) Vérification de la qualité des ARNs 

 

La vérification de la qualité des ARNs a été réalisée par un système d'électrophorèse 

capillaire couplé à un réseau microfluidique (Experion, BioRad). Ce système permet l'analyse 

qualitative et quantitative de microéchantillons d'acide nucléique en prenant pour marqueur de 

qualité l’ARN ribosomal 18S et 28S. Une matrice de séparation a été déposée au sein de la 

puce électrophorétique ainsi que les échantillons à analyser, le tampon de charge et les 

marqueurs de poids moléculaire. La puce a ensuite été placée dans la station d’électrophorèse 

et les ARNs ribosomaux de chaque échantillon ont migrés selon leurs poids moléculaires. 

L’interprétation de la qualité des ARNs a été basée sur l’intensité maximale de fluorescence, 

le rapport ARN 28S/ ARN 18S et le RNA Quality Indicator (RQI) (compris entre 0 et 10). 

 

3) Transcription inverse  

 

 La formation d’ADN complémentaire (ADNc) à partir des ARNs extraits a été 

effectuée par transcription inverse (RT pour Reverse Transcriptase) à l'aide du kit 

SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Life Technologies, Saint 

Aubin, Fance). 1 µg d’ARN, 10 µL de tampon réactionnel et 2 µL d’enzyme ont été mélangés 

et le volume ajusté à 20 µL avec de l’eau. La réaction a été effectuée dans les conditions 

suivantes : 10 min à 25°C, 30 min à 50°C puis 5 min à 85°C. 1 µL de RNase H a enfin été 

ajouté dans chaque échantillon, qui a été maintenu à 37°C durant 20 min afin d’éliminer les 

ARNs restants à la fin de la réaction. Les échantillons ont été dilués à la concentration de 8 

ng.µL
-1

 puis conservés à -80°C. 

 

4) Réaction en chaîne par polymérase 

 

 L’expression des transcrits des gènes a été évaluée par méthode TaqMan. La chimie 

TaqMan permet d’obtenir un signal fluorescent spécifique du gène étudié grâce à l’utilisation 

d’une sonde fluorescente spécifique. Pour l’étude de gène unique par réaction en chaîne de la 

polymérase (Polymerase Chain Reaction ou PCR), les échantillons ont été déposés dans un 

puits avec les amorces et la sonde TaqMan spécifique du gène à amplifier. Le volume 

réactionnel a été fixé à 20 µL dans chaque puits [4 µL d’ADNc à 5 ng/µL, 1 µL d’amorce 

avec sonde TaqMan, 10 µL de TaqMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies) et 5 

µL d’eau]. L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur StepOnePlus et dans les 
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conditions suivantes : 50°C pendant 2 min puis 95°C pendant 10 min, suivi de 40 cycles à 

deux temps : 95°C pendant 15 s puis 60°C pendant 1 min. Afin de normaliser les données 

quantitatives, le gène de référence HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransférase) à été 

utilisé. 

L’expression simultanée de plusieurs gènes a également été réalisée par PCR en utilisant des 

plaques 96 puits préparées à façon. Chaque échantillon a été déposé dans une plaque de 96 

puits contenant les amorces et les sondes TaqMan spécifiques de chaque gène à amplifier. Le 

volume réactionnel a été fixé à 10 µL dans chaque puits (5 µL d’ADNc et 5 µL de TaqMan 

Gene Expression Master Mix, Life Technologies). L’amplification a été réalisée à partir de 20 

ng d’ADNc, dans un thermocycleur StepOnePlus et dans les mêmes conditions que pour 

l’étude de l’expression de gène unique. Pour les plaques 96 puits, quatre gènes de référence 

ont été utilisés : 18S (petite sous-unité du ribosome), GAPDH (Glycéraldéhyde 3-phosphate 

déshydrogénase), HPRT et GUSB (β-glucuronidase), inclus par le fabricant dans chaque 

plaque. 

 Aucune étape de dégradation de l’ADN génomique n’a été nécessaire car l’ensemble des 

amorces TaqMan sélectionnées sont entre deux exons. 

 

5) Puces génomiques à ADN 

 

 Après vérification de la qualité des ARNs, une étape de transcription inverse a été 

réalisée afin de synthétiser de l’ADNc, selon le protocole décrit dans le kit GeneChip
®

 WT 

Plus Reagent (Affymetrix). A partir de l’ADNc, une étape de transcription in vitro a été 

réalisée avec la T7 ARN polymérase. Après purification et quantification de l’ARNc un 

second cycle de synthèse d’ADNc a été réalisé afin d’incorporer les deoxyuridine 

Triphosphate (dUTP) pour permettre la fragmentation  ultérieure. L’ARN restant a ensuite été 

éliminé par la RNAse H et le brin d’ADNc a été purifié, quantifié puis fragmenté. Les 

fragments ont ensuite été hybridés sur la puce GeneChip
®

 Human transcriptome Array 2.0 

(Affymetrix) à 45°C pendant 17h. Les puces ont été lavées sur une station fluidique (FS450) 

et scannées. Les résultats ont été analysés par le logiciel Expression Console™ (Affymetrix) 

et Ingenuity Pathway Analysis (IPA). 
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III. Dosage immunologique des cytokines/chimiokines 

 

La détection et la quantification des cytokines dans le surnageant de culture des 

macrophages pulmonaires humains ont été évaluées par la méthode ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) sandwich (kits Duoset, R&D Systems Europe, Lille, France). Cette 

technique est basée sur la reconnaissance d’une cytokine à doser par un anticorps de capture, 

fixé au fond des 96 puits d’une plaque ELISA pendant une nuit à température ambiante. 

Après incubation, les échantillons à doser et les standards ont été dilués puis déposés dans les 

puits de la plaque ELISA. Un anticorps de détection biotinylé a été déposé puis mis en 

présence de streptavidine conjuguée à la peroxydase de raifort (ou HRP pour Horseradish 

peroxidase). La révélation des complexes formés a été réalisée par le substrat 

H2O2/tetrabenzylbenzidine, et permet la quantification des cytokines recherchées par 

colorimétrie. La densité optique a été mesurée à 450 nm grâce au lecteur de plaque 96 puits 

(MRX II, Dynex Technologies, Saint Cloud, France). Les calculs de conversion de la densité 

optique en concentration ont été effectués avec le logiciel GraphPad Prism
®
 en construisant 

une courbe de régression à partir des concentrations connues pour les standards. Les limites 

de détection pour les différentes cytokines sont : 2 pg.mL
-1

 pour IL-1β, 4 pg.mL
-1

 pour CCL3, 

CCL13, CCL18 et CCL22, 8 pg.mL
-1

 pour TNF-α, CCL2, CCL4, CCL5 et CCL17 et 16 

pg.mL
-1

 pour CXCL1, CXCL8, CXCL10 et CCL24. 

 

IV. Dosage des métabolites lipidiques  

 

A. PGE2 et 15(S)-HETE  

 

 Le dosage de la PGE2 et 15(S)-HETE a été effectué par méthode EIA (Enzyme 

immunoassay) (Cayman Chemical Company, USA). Chaque dosage repose sur la compétition 

entre chaque métabolite lipidique libre présent dans les surnageants de macrophages (PGE2 et 

15(S)-HETE) et ces mêmes métabolites conjugués à un traceur [acétylcholinestérase ou 

(AChE)] pour interagir avec un nombre limité d’anticorps de capture anti-PGE2 ou anti-15(S)-

HETE. Les échantillons, le standard et les anticorps spécifiques de chaque métabolite ainsi 

que les métabolites couplés au traceur AChE ont été déposés dans une plaque 96 puits et 

incubés pendant 1h à température ambiante pour le dosage de la PGE2 et pendant 18h à 4°C 

pour celui de la 15(S)-HETE. La révélation des complexes formés est réalisée par l’ajout du 

substrat de l’AChE [acétylthiocholine et l’acide 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)]. Cette 
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réaction enzymatique induit une coloration dont l’intensité a été déterminée par spectrométrie. 

La densité optique est lue à 405-420 nm et est inversement proportionnelle à la quantité de 

PGE2 et de 15(S)-HETE présente dans les échantillons. La limite de détection est de 36 

pg.mL
-1

 pour la PGE2 et 170 pg.mL
-1

 pour la 15(S)-HETE. 

 

B.  13(S)-HODE 

 

 Le dosage de la 13(S)-HODE dans les macrophages pulmonaires humains a été 

effectué à l’aide d’un kit ELISA par compétition (Enzo
® 

Life Sciences, Suisse). Le principe 

de dosage de la 13(S)-HODE repose sur l’utilisation d’un anticorps anti-13(S)-HODE fixé au 

fond d’une plaque de 96 puits. Cet anticorps reconnait, de manière compétitive, la 13(S)-

HODE présent dans nos échantillons ainsi que la 13(S)-HODE liée de manière covalente à la 

phosphatase alcaline et dont on connait la concentration. Après une incubation de 2h à 

température ambiante sous agitation, la révélation des complexes a été réalisée par l’adition 

de substrat de la phosphatase alcaline, le para-nitrophénylphosphate (pNpp) qui permet de 

quantifier la 13(S)-HODE par colorimétrie. La densité optique a été lue à 405 nm et est 

inversement proportionnelle à la quantité de 13(S)-HODE présente dans nos échantillons. La 

limite de détection est fixée à 1,6 ng.mL
-1

. 

 

V. Phagocytose des macrophages pulmonaires humains 

 

 L’activité de phagocytose des macrophages pulmonaires humains a été évaluée à 

l’aide de bioparticules. Dans notre étude, nous avons utilisé des bioparticules d’E coli 

couplées à l’Alexa Fluor
®

 488 (Life technologie, USA). Au lendemain de l’isolation des 

macrophages pulmonaires, ces derniers ont été exposés au LPS, à l’IL-4 ou à l’IL-13 pendant 

24h. Au terme de cette incubation, les macrophages ont été lavés deux fois avec du tampon 

PBS à 2% de SVF puis décollés et re-suspendus dans 500 µL de ce même tampons pour être 

ensuite incubés avec 5µl de bioparticules à 5.10
6 
particules.ml

-1
 pendant 30 min à l’obscurité à 

37°C, 5%CO2. L’analyse de l’activité phagocytaire des macrophages a été réalisée par 

quantification de la fluorescence par cytométrie en flux FC500 (Beckman Coulter). 
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VI. Phénotypage des macrophages polarisés  

 

 Afin de caractériser les marqueurs membranaires de la polarisation des macrophages 

pulmonaires, un phénotypage par cytométrie de flux a été réalisé sur des macrophages 

pulmonaires polarisés en phénotype M1 par du LPS (10 ng.mL
-1

) et M2 par de l’IL-4 (10 

ng.mL
-1

) pendant 24h. Les cellules ont été récupérées, lavées avec du tampon de marquage  

(PBS 1X avec 2% de SVF) et perméabilisées si nécessaire. Les macrophages ont été ensuite 

incubés avec les différents anticorps marqués et dirigés contre CD23, CD38 et CD206 

pendant 30 min à l’obscurité et 4°C. Le marquage des cellules a été analysé par cytométrie en 

flux FC500 (Beckman Coulter). Un contrôle isotypique a été réalisé pour chaque anticorps. 

L’expression membranaire du récepteur nicotinique α7 a été également évaluée par 

cytométrie en flux selon le protocole détaillé ci-dessus. Les macrophages ont été incubés avec 

un antagoniste du récepteur α7, l’α-bungarotoxine couplé à un fluorochrome, la fluoresceine 

isothiocyanate (FITC), (α-bungarotoxine-FITC).  

 

VII. Expression des résultats et statistiques 

 

 Les valeurs dans les figures sont exprimées en moyenne arithmétique ± l’erreur 

standard à la moyenne (ou S.E.M pour standard error mean) du nombre (n) d’expériences. 

 

A. Biologie moléculaire  

 

 Les données quantitatives obtenues à partir des expériences de RT-PCR en temps réel 

sont exprimées en quantification relative selon la méthode de Livak et al., 2001. Cette 

quantification relative peut s’exprimer en expression relative (2
-(ΔCt)

), en facteur 

d’augmentation (2
-Δ(ΔCt)

) ou en facteur de diminution (-1/2
-Δ(ΔCt)

) ou ΔCt est la différence entre 

le Ct (Cycle threeshold) du gène cible et le Ct du gène de référence. 

 

B. Dosage immunologique et lipidique 

 

 Les résultats des dosages de cytokines et des médiateurs lipidiques (PGE2 et 15(S)-

HETE) sont exprimés en pg/10
6
 cellules et ceux de la 13(S)-HODE en ng/10

6
 cellules. 
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C. Test de phagocytose et phénotypage des macrophages 

 

 Les résultats de l'activité phagocytaire et du phénotypage des macrophages 

pulmonaires ont été analysés par cytométrie en flux et sont exprimés en moyenne d'intensité 

de fluorescence (ou MFI pour Mean Fluorescence Intensity). 

 

D. Analyse statistique des résultats 

 

 L’évaluation statistique des données a été conduite à l’aide du logiciel GraphPad 

Prism
®
 en utilisant une analyse de la variance (ANOVA pour analysis of variance) suivie d'un 

post-test approprié selon les conditions expérimentales (tests t de Student, test de Bonferroni 

ou test de Dunnett). Une différence a été considérée comme statistiquement significative 

quand la probabilité p était inférieure à 0,05 (p < 0,05). 
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Introduction  

 De nombreuses études se sont intéressées à l’identification des marqueurs de la 

polarisation des macrophages, principalement dans des modèles cellulaires de macrophages 

murins, de monocytes et de macrophages dérivés de monocytes sanguins humains (Stein et 

al., 1992; Mills et al., 2000; Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013; Martinez et al., 2013; 

Gundra et al., 2014; Italiani et al., 2014; Xue et al., 2014). Cependant des divergences inter-

espèces entre les marqueurs de la polarisation ont été rapportées entre les macrophages murins 

et les macrophages dérivés de monocytes humains (Martinez et al., 2013). L’expression de 

certaines enzymes telles que la iNOS et l’Arg1 est décrite comme marqueur de la polarisation 

M1 et M2 respectivement dans les macrophages murins mais n’est pas modulée dans les 

macrophages dérivés de monocytes humains (Murray et al., 2011b; Shay et al., 2013). Une 

hétérogénéité phénotypique est également observable entre les macrophages tissulaires chez 

l’Homme (Stout et al., 2004). De plus, des études rapportent que certains marqueurs de la 

polarisation identifiés dans les macrophages dérivés de monocytes humains sont différents de 

ceux mis en évidence dans les macrophages tissulaires humains (Stout et al., 2004; Li et al., 

2007; Gundra et al., 2014). Concernant les macrophages pulmonaires humains aucune étude  

à ce  jour n’a étudié leur polarisation en phénotype M1 et M2. 

L’objectif de cette étude a été de caractériser d’un point de vue transcriptomique et 

protéomique les marqueurs associés à la polarisation des macrophages pulmonaires humains. 

Deux phénotypes de la polarisation ont été étudiés. Le phénotype M1 obtenu par stimulation 

avec du LPS, un agoniste des TLR4 dont l’expression a été mise en évidence dans les 

macrophages pulmonaires humains (Données non présentées). Puis le phénotype M2a obtenu 

par exposition à deux cytokines de type Th2 (IL-4 et IL-13), ligands des récepteurs de type I 

et de type II, dont l’expression a aussi été mise en évidence dans notre modèle cellulaire 

(Données non présentées). 

La caractérisation transcriptomique a été réalisée en deux temps. Un temps d’analyse 

transcriptomique large (screening par puce microarray) et un temps d’analyse 

transcriptomique (par RT-qPCR) sur les principaux marqueurs de la polarisation M1/M2 

(marqueurs membranaires, cytokines, chimiokines, cyclooxygénases et lipoxygénases). 

L’analyse protéomique s’est concentrée sur les cytokines et les chimiokines.
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Abstract 

Background: Lung macrophages are the only macrophages of the body exposed to air, 

protecting the organism from allergens and inhaled pathogens. As described for other 

macrophages subtypes, they are likely to undergo a phenotypic differentiation to the 

proinflammatory M1 or the immunomodulatory M2 phenotype when exposed to Th1- or Th2- 

stimuli. The purpose of the study was to characterize the phenotypic differentiation of human 

lung macrophages exposed to lipopolysaccharide (LPS) or interleukin (IL) -4 or -13. 

Results: Using a whole-transcriptome approach, we identified a set of 4067 genes involved in 

the polarization of human lung macrophages. These genes are linked to biological functions 

such as cellular movement, inflammatory response, immune cell trafficking and three cellular 

components (cytokines, lipid metabolism and membrane markers) were among the most 

affected. RT-qPCR experiments confirmed the microarray data for a set of 84 genes and 

protein expression was assessed with immunoassays. Following LPS exposure, lung 

macrophages undergo a M1 polarization defined by an increase in the production of cytokines 

(such as TNF-α, IL-1β, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL10…), in 

prostaglandin E2 signalling and in the expression of membrane proteins such as CD38 and 

CD197. On the other hand; M2 macrophages obtained after stimulation with IL-4/IL-13 

display a signature including increased expression of some other cytokines (CCL13, CCL17, 

CCL22, CCL26…), 15-lipoxygenases or of the mannose receptor CD206. 

Conclusions: Our findings demonstrate that human lung macrophages may undergo a M1 or 

M2 polarization after exposure to LPS or IL-4/IL-13. We identified three cellular components 

involved in this process, including a panel of genes and markers that may discriminate 

between M1 and M2 cells. Our results extend the scope of findings in murine tissues or in 

human monocyte-derived macrophages and may allow a better understanding of the role of 

macrophage polarization in the pathophysiology of human lung diseases. 

Keywords: Human lung macrophages, polarization, whole transcriptome, cytokine, 

membrane marker, lipid metabolism. 
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Background 

Macrophages are key regulators of the innate and adaptative immune responses. They can be 

found in most of the major organs, but lung macrophages are unique in the way that they are 

the only macrophages of the body exposed to air, protecting the organism from allergens and 

inhaled pathogens. Lung macrophages also play a role in tissue homeostasis and are involved 

in the physiopathology of pulmonary inflammatory diseases such as asthma or chronic 

obstructive pulmonary disease (COPD) (Barnes, 2008a; Holtzman, 2012; Yang et al., 2012). 

Macrophages can be committed to a continuum of functional phenotypes depending on 

various environmental cues. The two extremes of the spectrum are the well-established 

polarized phenotypes often referred to as M1 macrophages (or classically activated 

macrophages) and M2 macrophages (or alternatively activated macrophages) mirroring the 

Th1/Th2 dichotomy. M1 macrophages are induced by Th1-cytokines such as interferon-γ 

(IFN-γ) or by exposure to microbial products such as bacterial lipopolysaccharide (LPS) and 

are involved in mounting effective responses against microorganisms and tumour cells. M2 

macrophages are induced by the canonical Th2 cytokines interleukin (IL)-4 and IL-13 and are 

considered as wound healing macrophages, as illustrated by their role in regulating lung 

inflammation and tissue remodelling in mouse models of asthma (Byers et al., 2011; 

Dasgupta et al., 2012a). Other populations of M2 macrophages obtained with IL-10, immune 

complexes or glucocorticoids were also described (Mantovani et al., 2004). The switch from 

the M1 to the M2 phenotype enables macrophages to actively participate in the onset of the 

inflammatory reaction and then the healing and repair processes (Stout et al., 2004). 

M1 and M2 polarized macrophages markedly differ in terms of expression of cytokines, 

membrane receptors, enzymatic content or transcription factors (Mantovani et al., 2004; 

Gordon et al., 2005; Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2013; Gundra et al., 2014; Italiani 

et al., 2014; Xue et al., 2014). Hence, TNF-α, CCL3 or CXCL8 are considered as M1 

cytokines whereas CCL18, CCL22 or CCL26 are described of the M2-type; CD80 has greater 

expression in M1 macrophages while CD206 is upregulated in M2 macrophages and 

cyclooxygenases expression is induced in an M1 environment, in contrast to 15-

lipoxygenases, more specific of M2 cells (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006). Such 

phenotypic traits have been essentially described in the THP-1 cell-line and in murine 

macrophages but interspecies differences must be taken into account against direct mouse-to-

human translation of polarization markers, as illustrated with iNOS or arginases, markers of 
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the murine M2 polarization which are at least controversial for human cells (Kohro et al., 

2004; Martinez et al., 2006; Daigneault et al., 2010; Redente et al., 2010; Murray et al., 

2011a; Shay et al., 2013). In humans, blood monocytes or monocyte-derived macrophages 

have been used for the benchmarking of biomarkers of macrophage polarization (Martinez et 

al., 2006; Ambarus et al., 2012; Beyer et al., 2012; Staples et al., 2012a; Jaguin et al., 2013; 

Italiani et al., 2014; Vogel et al., 2014; Xue et al., 2014) but previous works identified a large 

number of genes differentially expressed between blood monocytes or monocyte-derived 

macrophages and alveolar macrophages, highlighting the differences between these cell-types, 

including for genes coding for cytokines, membrane markers or enzymes (Li et al., 2007). 

Hence, few studies have tackled the characterization of human tissue macrophage polarization 

in the lung compartment. Available reports indicate that pneumonia may promote a M1 

phenotype while macrophages from asthma, COPD or fibrotic patients rather exhibit markers 

of an M2 polarization (Kim et al., 2008; Shaykhiev et al., 2009; Gutierrez et al., 2010; 

Pechkovsky et al., 2010; Melgert et al., 2011). Cigarette smoke also induces a reprogramming 

toward a M1-deactivated, partially M2-polarized phenotype (Shaykhiev et al., 2009). 

However, the plasticity of these lung macrophages remains poorly known and whether 

exposure to M1- or M2-polarizing agents may alter the macrophage phenotype has to be 

further investigated. 

The aim of the present study was to characterize the phenotypes of human lung macrophages 

polarized in vitro to M1 and M2 cells using a whole transcriptome approach, which was 

deepen by subsequent analysis at the transcript and protein level of three cellular components 

identified as involved in the polarization of lung macrophages. 

 

Methods 

Isolation and culture of human lung macrophages 

Lung tissues were obtained from 59 patients (age: 63 ± 1 years, sex ratio (M:F): 39:20 

FEV1/FVC ratio: 0.73 ± 0.02, smokers/ex-smokers 32/20, pack years: 41 ± 2 and 7 non-

smokers) undergoing surgical resection for lung carcinoma. The use of resected lung tissues 

for research purposes was approved by the Regional Ethics Committee for Biomedical 

Research (CPP Île de France VIII, Boulogne-Billancourt, France). 

Macrophages were isolated from finely minced peripheral tissues (distant from the tumor) by 

adherence as described previously (Buenestado et al., 2010). Briefly, the collected fluid from 
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several washing of the minced peripheral lung tissues was centrifuged (2000 rpm, 10 min) and 

the cell pellet was resuspended in supplemented RPMI with 10% heat-inactivated foetal calf 

serum (FCS), 2 mM L-glutamine and antibiotics. Re-suspended viable cells were then 

distributed at 10
6
 cells per mL in either a 12-well plate for transcriptional assays or 24-well 

plate for cytokine measurements. Following incubation for at least 1.5 hour at 37°C (5% CO2 

humidified atmosphere) non-adherent cells were removed by gentle washings and the 

remaining cells were maintained at 37°C and 5% CO2 overnight. The adherent population of 

cells (about 198 ± 7 x 10
3
 cells and 433 ± 40 x 10

3
 cells per well for 24-well and 12-well 

plates respectively) were > 95% pure macrophages. Cell viability exceeded 95% as assessed 

by Trypan blue dye exclusion. 

 

In vitro polarization of human lung macrophages 

The culture plates with adherent lung macrophages were washed with warm medium and 1 

mL of fresh medium supplemented with 1% FCS was added per well. LPS (10 ng.mL
-1

), IL-4 

(10 ng.mL
-1

) and IL-13 (50 ng.mL
-1

) were then added when necessary to the wells to polarize 

the cells towards the M1 or M2 phenotype. The LPS concentration (10 ng.mL
-1

) was selected 

according to previous concentration-response curves. The concentrations of IL-4 (10 ng.mL
-1

) 

or IL-13 (50 ng.mL
-1

) were chosen according to previous reports with similar models (Joshi et 

al., 2010; Pechkovsky et al., 2010; Staples et al., 2012a). After 24h of stimulation, culture 

supernatants were harvested, centrifuged and frozen for subsequent cytokine measurements 

and adherent cells were harvested and frozen in TRIzol
®
 reagent (Life Technologies, Saint 

Aubin, France) for RNA extraction and analysis. 

 

Microarray-based transcriptional profiling and real-time PCR 

A genome-wide transcriptome analysis with subsequent validation of selected target genes 

with RT-qPCR was performed on lung macrophages obtained from 3 distinct patients and 

polarized in vitro to M1 or M2 macrophages. Briefly, RNA was extracted with TRIzol
®
 and 

the quality was evaluated on a Experion microfluidics electrophoresis system using RNA 

Standard sensitivity kits (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) as previously described 

(Grassin-Delyle et al., 2014). The genome-wide transcriptional profiling was performed with 

GeneChip
®

 Human Transcriptome Array 2.0 (Affymetrix, Wooburn Green, UK) according to 

manufacturer’s instructions. Validation of some target genes identified in this large scale 
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analysis was performed with RT-qPCR using customized TaqMan
®
 arrays (Life 

Technologies) as previously reported (Grassin-Delyle et al., 2014). Genes were chosen on the 

basis of the profiling obtained by microarray experiments and/or on an extensive overview of 

the literature regarding polarization of human or murine monocytes/macrophages, with a 

special interest for genes coding for cytokines; mediators, receptors and enzymes of the 

eicosanoid pathway and membrane markers.  

 

Cytokines measurements 

The concentrations of M1-type or M2-type cytokines were measured in culture supernatants 

with ELISA (Duoset Development System, R&D Systems Europe, Lille, France). The 

supernatants were diluted with RPMI as appropriate, and the optical density was determined 

at 450 nm with an MRX II microplate reader from Dynex Technologies (Saint-Cloud, 

France). The detection limits of these assays were 4 pg.mL
-1

 for IL-1β, 8 pg.mL
-1

 for CCL3, 

CCL13, CCL17 and CCL22, 16 pg.mL
-1

 for TNF-α and CCL2, CCL4 and CCL5 and 32 

pg.mL
-1

 for CCL24, CXCL1, CXCL8 and CXCL10. Cytokine concentrations are expressed as 

pg per 10
6
 lung macrophages. 

 

Determination of prostaglandin E2 (PGE2) 

PGE2 levels in lung macrophage culture supernatants were determined using a commercially 

available EIA kit according to the manufacturer’s instructions (Cayman Chemical Europe, 

Tallinn, Estonia). The detection limit was 36 pg.mL
-1

. PGE2 concentrations are expressed as 

pg per 10
6
 cells. 

 

Flow cytometry 

Lung macrophages were recovered from culture plates by scrapping and incubated for 10 

minutes in PBS with 10% human serum to avoid nonspecific binding of monoclonal 

antibodies. Cells were stained in PBS with 2% FCS for 30 minutes at 4°C using the following 

monoclonal mouse antibodies: PE-CF594-CD38; PE-CD206 and PE-Cy7-CD23 or their 

respective isotype controls (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Data were acquired 

on a FC500 flow cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France) and analyzed using FlowJo 

software (Tree Star, Ashland, OR, USA). 
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Materials 

RPMI 1640 medium and PBS were from Eurobio Biotechnology (Les Ulis, France). 

Penicillin-streptomycin, L-glutamine, FCS, Trypan blue dye and LPS (from Escherichia coli 

serotype 0111:B4, batch 029K4022) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Recombinant human IL-4 and IL-13 were from R&D Systems (Lille, France). Stock 

solutions were prepared in RPMI at 0.5 ng.mL
-1

 for LPS and 50 µg.mL
-1

 for IL-4 and IL-13. 

All subsequent dilutions were prepared daily in RPMI supplemented with 1% FCS. None of 

the compounds used in this study altered the viability of the macrophages. All other chemicals 

were of analytical grade and were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All cell 

culture plastics were from CML (Nemours, France).  

Data Expression and Statistical Analysis 

Gene expression differences were assessed by means of Student’s t test, with false discovery 

rate correction for multiple testing. Genes with a false discovery rate ≤0.05 and a fold change 

≥1.2 were considered to be differentially expressed.  

Data of cytokine or PGE2 production and flow cytometry are expressed as means  S.E.M. of 

experiments performed with LM obtained from n patients. Statistical analyses used one-way 

repeated measures ANOVA followed by Bonferroni’s post-tests or Student’s t test as 

appropriate. Significance was defined as p<0.05. Statistical analyses were performed using 

GraphPad Prsim
®
 v5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

 

Results 

Whole transcriptome profiling of polarized human lung macrophages 

Microarray transcriptome profiling was used to identify the genes that could be involved in 

the M1 and M2 polarization of lung macrophages. Comparison of macrophages cultured with 

LPS or medium only (control) revealed 3552 genes that were differentially expressed, 1610 

up-regulated and 1942 down-regulated. Maximal fold-change was 178 for up-regulated genes 

and 15 for those down-regulated. Similarly, cells incubated with IL-4 exhibited differential 

expression of 591 genes, 281 up-regulated and 310 down-regulated. Maximal fold-change 

was 13.7 for up-regulated genes and 2.9 for those down-regulated. Only 76 genes were 

commonly modulated by both LPS and IL-4. Using a gene-ontology-based strategy, we 
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analyzed these sets of genes to identify the processes and functions involved in macrophage 

polarization. Cellular movement, inflammatory response, immune cell trafficking or lipid 

metabolism were among the biological functions the most affected during the polarization 

(Figure 1). According to the number of the genes differentially expressed or to the intensity of 

the change of expression, three cellular components appeared to be major players of this 

phenotypic differentiation that may discriminate M1 and M2 cells: cytokines, lipid 

metabolism and membrane proteins, in agreement with previous findings. Heatmap 

visualization of these three relevant components is shown in Figure 2 and further 

investigations were individually driven for each of those to confirm the observations of 

microarray data. For these new experiments, the effects of IL-4 and IL-13 on macrophage 

polarization were compared. IL-4 and IL-13 are indeed interleukins that shares overlapping 

biological functions, including in asthma pathogenesis and both signal via a similar network 

of receptors. IL-4 mediates its effects through either the type I IL-4 receptor or the type II IL-

4R. In contrast, IL-13 signals solely through the type II IL-4R, which may drive to differences 

in the biological response of macrophages to IL-13 compared to IL-4 (Munitz et al., 2008; 

Bhattacharjee et al., 2013).  

 

Cytokinome 

Numerous studies in related models (murine macrophages or human monocyte-derived 

macrophages) previously pointed out that cytokines may be differentially expressed by M1- 

or M2-macrophages, in line with our microarray data. Heatmap visualization indeed reveals a 

profile of M1-type cytokines distinct of that obtained in M2-cells (Figure 2A). We performed 

an extensive analysis of 55 genes with a TaqMan reference method to confirm the data 

observed with microarray. In line with this microarray experiments, RT-qPCR demonstrated 

an up-regulation of TNF-α, CC chemokines (CCL1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 13, 17, 19, 20, 22, 23, 24 

and 26), CXC chemokines (CXCL1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 13 and 16), interleukins (IL-1α, 1β, 

5, 6, 9, 10, 12b, 13, 18 and 23A), colony stimulating factor (CSF) (2 and 3) and interferon-γ 

transcripts up to 9390-fold in LPS-stimulated cells and an increase of CCL4, 11, 13, 16, 17, 

22, 23, 24, 25 and 26 and of IL-10 and -13 up to 1748-fold in IL-4-treated macrophages 

(Table 1). Several genes down-regulated with IL-4 in microarray experiments were also found 

down-regulated with RT-qPCR (CCL2 and 20, CXCL1, 2, 5 and 8), demonstrating good 

agreement between both techniques. The profile of regulation of cytokine gene expression 
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was almost identical for macrophages stimulated with IL-4 or IL-13, with a coefficient of 

correlation (r²) of 0.997 between results obtained for both (Table 1).  

Then, we investigated how these changes at the transcript level translated at the protein level 

with performing quantification by immunoassays of 13 cytokines in culture cell supernatants 

(Table 2). Results were also in full agreement with RT-qPCR data, since LPS induced the 

release of TNF-α, IL-1β, CCL2, 3, 4, 5, 22 and 24, CXCL1, 8 and 10. IL-4 and IL-13 both 

augmented the release of CCL4, 13, 17 and 22 as well as inhibited the production of CXCL1, 

as observed with transcripts. 

 

Lipid metabolism 

The ability of macrophages to produce lipid mediators such as prostaglandins and 

leukotrienes is well-described. These cells possess the enzymatic machinery needed for the 

synthesis of lipid products from substrates such as arachidonic acid, originating from the cell 

membranes. Hence, the participation of the eicosanoid pathway in the differentiation of 

monocytes and activation of monocyte-derived macrophages has been previously described 

(Martinez et al., 2006). Again, our microarray analysis revealed a pattern of genes coding for 

different enzymes or receptors of the eicosanoid pathway differentially expressed following 

incubation of macrophages with LPS or IL-4, even if changes in expression were less marked 

than for cytokines (Figure 2B). We performed a full RT-qPCR cartography of the genes 

coding for the proteins of the lipoxygenase and cyclooxygenase pathways, which was also in 

line with microarray data (Table 3). The genes the most affected for the cyclooxygenase 

pathway were those coding for cyclooxygenase-2 (PTGS2), prostaglandin E synthase 

(PTGES) and prostaglandin I2 (prostacyclin) receptor (PTGIR), which were 494-, 2074- and 

60-fold induced by LPS, respectively. In contrast, IL-4 and IL-13 had only modest impact on 

genes of this pathway, with mainly a downregulation of PTGES and PTGIR by 5- and 29-fold 

respectively. For the lipoxygenase pathway, the only up-regulated gene was the one coding 

for 15-lipoxygenase (ALOX15) which was 155- and 46-fold increased with IL-4 and IL-13 

respectively, whereas genes coding for leukotriene C4 synthase (LTC4S), leukotriene A4 

hydrolase (LTA4H) and cytsteinyl leukotriene receptor 1 (CYSLTR1) were 5- to 10-fold down-

regulated by LPS. 

As mentioned above, the two genes the most affected were PTGS2 and PGES, which code for 

the enzymes that catalyse the transformation of arachidonic acid into prostaglandin E2 (PGE2) 

in cells. Macrophages are a major source of PGE2 during inflammation and PGE2 is known to 
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regulate cytokine synthesis (Humes et al., 1977; Williams et al., 1997). We thus explored the 

production of PGE2 by human lung macrophages cultured with LPS or IL-4. As shown in 

Figure 3, LPS induced a dramatic increase in the production of PGE2 by human lung 

macrophages whereas IL-4 was devoid of effect, confirming the results of transcripts 

expression. 

 

Membrane markers 

The plasticity of macrophages also involves the modulation of the expression of the 

membrane proteins, major players in the interactions between the cells and their environment. 

Previous reports demonstrated the alteration of the expression of phenotypic markers or G-

protein coupled receptors during the differentiation of monocyte-derived cells (Martinez et 

al., 2006; Ambarus et al., 2012). Our microarray analysis also supports these data, as shown 

by the signatures obtained for LPS- or IL-4-cultured macrophages in Figure 2C. We selected 

4 of these surface markers (CD38, CD197, CD200R1 and CD206) for analysis with the 

reference RT-qPCR method and the results confirmed the microarray’s data (Table 4). Both 

CD38 and CD197 expression was up-regulated by 47-fold with LPS only whereas the 

expression of CD200R1 and CD206 was induced by IL-4/IL-13 (7- to 52-fold). Again, the 

results observed for IL-13 were highly similar to those with IL-4.  

Experiments were carried out at the protein level with flow cytometric detection of CD38 and 

CD206 in LPS or IL-4 cultured cells. As observed in the transcriptome analysis, the 

expression of CD38 was enhanced in LPS-treated but not IL-4-treated macrophages, while the 

expression of CD206 was increased with IL-4 but not LPS (Figure 4). By contrast, membrane 

expression of CD23, another membrane marker reported in M2 macrophages (Beyer et al., 

2012), was unaffected either by LPS or IL-4. 

 

Discussion 

This study addressed the phenotypic differentiation of human lung macrophages exposed to 

Th1-type (LPS) or Th2-type (IL-4/IL-13) stimuli. Previous works reported large-scale 

transcriptome analysis of murine tissue macrophages or human monocyte-derived 

macrophages, but the well-admitted species- or tissue-specificities make difficult the 

extrapolation of the data to the polarization of primary human lung macrophages (Murray et 

al., 2011a; Shay et al., 2013; Okabe et al., 2014; Xue et al., 2014). In particular, mouse 
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macrophages do not express CCL26 or 15-lipoxygenase, two of the most upregulated genes in 

our M2 macrophages (Huang et al., 1999; Pope et al., 2005). Monocytes or monocyte-derived 

macrophages are also used extensively as models to study macrophage biology, but consistent 

evidences in mice and humans show fundamentally different molecular signatures between 

monocytes, monocyte-derived macrophages and tissue or alveolar macrophages, including for 

genes coding for cytokines, membrane markers, enzymes and transcription factors themselves 

involved in the regulation of the expression of cytokine genes (Li et al., 2007; Gundra et al., 

2014; Vogel et al., 2014). For example, LTA4H was not upregulated in our M2 macrophages, 

whereas in was increased in M2 monocyte-derived macrophages (Martinez et al., 2006). 

Furthermore, lung macrophages are more likely exposed to exogenous Th1- or Th2-type 

stimuli than macrophages from other organs since these are the only macrophages of the body 

directly exposed to ambient air-borne allergens and pathogens. Thus, knowledge on human 

lung macrophages phenotypic plasticity and reactivity to such stimuli is of particular 

relevance for a better understanding of the pathophysiology of allergic, inflammatory or 

infectious lung diseases. 

Our results first show that human primary lung macrophages may undergo a phenotypic 

differentiation when exposed to Th1- or Th2-type stimuli. This differentiation is accompanied 

by a substantial regulation of the cell transcriptome, with a total of more than 4000 genes 

differentially expressed in one or the other condition. There are about as much genes up-

regulated as genes down-regulated for each condition (LPS or IL-4), but there are less than 80 

common genes regulated by both LPS and IL-4. The main biological functions affected 

during the polarization are those involved in major cell functions such as metabolism, 

movement, growth, proliferation or survival but also in the immune response or in 

intercellular signaling. These data reflect the plasticity of macrophages as their adaptability 

and their capacity to acquire different phenotypes in regard to their. 

Autocrine or paracrine signaling of macrophages can occur through their production of 

cytokines. We found that M1-polarized macrophages produce a significant number of 

cytokines, including chemokines, interleukins, interferons, colony stimulating factors or 

tumour necrosis factors. CCL2, through CCR2 receptor, and CCL3, 5, 8 , trough CCR1, 3 or 

5 receptors, are chemotactic for monocytes, macrophages and T cells associated with strong 

microbicidal and tumoricidal activities. CXCL1, 5 and 8 are ligands of CXCR1 or CXCR2 

receptors expressed at the surface of neutrophils, and are involved in the recruitment of these 

polynuclear cells (Mantovani et al., 2004). On the other hand, the cytokines produced in 
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higher amounts in M2-cells essentially belong to the CC chemokine and interleukin families. 

CCL13, 17, 22 and 26, increased by IL-4/IL-13, stimulate CCR2, 3 and 4 receptors to recruit 

T cells, B cells, basophils or eosinophils (Mantovani et al., 2004). CCL26 was highly up-

regulated at the transcript level by IL-4/IL-13, while it is unaffected by IL-13 in monocyte-

derived cells (Xue et al., 2014) and not expressed in rodents (Pope et al., 2005). However, we 

were unable to detect the protein of CCL26 both in the extra- or intracellular compartment 

after incubation times up to 48 hrs despite our attempts with kits from two distinct 

manufacturers (data not shown). Such observations might be related to a post-transcriptional 

mechanism involved in the regulation of cytokine production, as already described in similar 

models (Zhang et al., 1997). 

Most cytokines in Tables 2 and 3 were selectively induced by LPS or IL-4/IL-13 in our 

experimental conditions, with some exceptions. CCL4 was mostly increased by LPS but also 

weakly increased by IL-4/IL-13 (<1% of the increase by LPS). We also found differences 

with previous reports in related models. Hence, CCL13, 17, 18, 22 and 24 are often described 

as specific of the M2 phenotype (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2006; Benoit et al., 

2008). However in our study, CCL18 transcripts were not regulated by LPS, IL-4 or IL-13. 

Similarly, CCL17 and CCL24 transcripts were affected at similar levels by the three stimuli. 

However, CCL17 protein production was only increased by IL-4/IL-13 and CCL24 protein 

production was affected by LPS only. CCL22 production was increase of 5 fold by IL-4/IL-

13, but also 1.5-fold augmented by LPS. This may reflect of a lack of specificity of these 

markers. 

Macrophages are also able to communicate with other cells by their production of lipid 

mediators such as eicosanoids derived from membrane arachidonic acid. We showed herein 

that the pathways involved in PGE2 biosynthesis and signalling were overexpressed in cells 

treated with LPS, in agreement with previous findings (Hempel et al., 1994; Martinez et al., 

2006). The expression of transcripts of EP2 and EP4 receptors, the major receptors in the 

signal transduction of PGE2, was also about 3-fold increased by LPS, likely enhancing the 

production of PGE2. PGE2 possesses anti-inflammatory properties, including the 

downregulation of cytokine production in lung macrophages (Williams et al., 1997; 

Buenestado et al., 2012). PGE2 potently suppresses Th1 effector mechanisms and allows to 

shift the pattern of immune cells response toward Th2, especially in the lungs (Kalinski, 

2012). This prostaglandin may thus be an important mediator in the response of macrophages 

to pathogens, allowing deactivation of the M1 phenotype, thus facilitating the switch toward 
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the M2 phenotype (Rodriguez et al., 2014). Moreover, the expression of prostaglandin E 

synthase (PGES), the terminal enzyme for the biosynthesis of PGE2 which isomerizes COX-

derived PGH2 specifically to PGE2 was reduced in IL-4/IL-13-treated macrophages. This 

result comes in support of the data with LPS and of the observed deficient production of PGE2 

in patients with asthma (Pierzchalska et al., 2003). In IL-4/IL-13-treated macrophages, 15-

lipoxygenase was the major up-regulated component of the eicosanoid pathway, in line with 

previous findings in monocytes (Chaitidis et al., 2005) or alveolar macrophages (Levy et al., 

1993) and supporting data of an increased activity of this enzyme in asthma patients (Chu et 

al., 2002; Sachs-Olsen et al., 2010; Lundstrom et al., 2012). 15-HETE, the product of 15-

lipoxygenase, is involved in the modulation of the inflammatory response in the macrophages 

and in the lung (Levy et al., 1993; Huang et al., 1999), which is line with a polarization of 

macrophages towards the M2 phenotype. IL-4-induced 15-lipoxygenase were also shown to 

modulate the expression of the scavenger receptor CD36, an M2 membrane markers involved 

in oxLDL uptake in mouse macrophages (Huang et al., 1999).  

In this regard, membrane receptors and proteins were the third category of molecules explored 

in the present study. Macrophages interact with their environment through the membrane 

proteins and receptors. CD206 is a mannose receptor involved in the endocytosis of 

pathogens-associated carbohydrate structures which was identified in the first report of an 

alternative activation state of mouse macrophages and which expression and activity were 

increased by IL-4 (Stein et al., 1992). This mannose receptor is essentially involved in the 

recognition of fungal pathogens, associated with a Th2 response (Gazi et al., 2011). 

Accordingly, we found an increased expression of CD206 transcripts and protein in IL-4/IL-

13-stimulated human lung macrophages. By contrast, macrophages exposed to LPS exhibited 

an increase in the membrane expression of CD38 (adenosine-5'-diphosphate-ribosyl cyclase 

1). CD38 cleaves NAD
+
 and NADP

+
, generating ADP ribose involved in the migration of 

leukocytes to inflammatory sites (Partida-Sanchez et al., 2007; Malavasi et al., 2008). CD38 

expression was found increased by interferon-γ but not LPS in human monocytes, where it 

plays a role in the adhesion process (Musso et al., 2001). A proinflammatory role of CD38 in 

the production of cytokines has also been demonstrated in other models (Choe et al., 2011). 

Similarly, macrophages M2 membrane markers such as CD206 were associated with asthma 

or COPD (Hattori et al., 2009; Melgert et al., 2011; Kaku et al., 2014) whereas CD38 is an 

important effector in the response of macrophages to infection (Lischke et al., 2013). 
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However, contrasting with observations in monocyte-derived cells, we did not observe any 

modulation in the membrane expression of CD23 after IL-4 stimulation (Beyer et al., 2012). 

Consistent with allergic, inflammatory or infectious lung disease pathophysiology, the 

markers identified in the present study were previously found involved or associated with 

pulmonary affections. The CC and CXC chemokines characteristic of M1 macrophages play 

an important role in the initiation and control of inflammation such as observed in lung 

microbial infections (Strieter et al., 2003; Benoit et al., 2008). The M2 cytokines increased by 

the Th2 stimuli IL-4/IL-13 rather reflect the M2 environment such as in the lungs of patients 

with asthma (Garcia et al., 2005; Kim et al., 2008; Perros et al., 2009; Melgert et al., 2011; 

Staples et al., 2012b; Provost et al., 2013), COPD (Kim et al., 2008; Shaykhiev et al., 2009) 

or fibrosis (Pechkovsky et al., 2010) patients. Several studies indicate also a role of 15-LOX’s 

mediators in the physiopathology of asthma and COPD (Profita et al., 2000; Chu et al., 2002; 

Sachs-Olsen et al., 2010; Lundstrom et al., 2012; Mabalirajan et al., 2013b). Incubation of 

THP-1-derived macrophages with sputum from patients with acute exacerbations of COPD 

was shown to induce M2-like phenotype (Gutierrez et al., 2010), while a M1 phenotype, was 

observed with sputum from pneumonia patients (Gutierrez et al., 2010).  

IL-4 and IL-13 are the two prototypic stimuli inducing M2 macrophage polarization. IL-4 

mediates its effect through the type I IL-4R (IL-4Rα and IL-2Rγ) or the type II IL-4R (IL-4Rα 

and IL-13Rα1), while IL-13 exerts its effect via the type II IL-4R only (Munitz et al., 2008; 

Bhattacharjee et al., 2013). In our study, no difference has been found between IL-4 and IL-

13 on the expression of M2 markers, as illustrated by the high correlation between fold 

changes observed for both interleukins in cytokine RT-qPCR data. Previous findings in mouse 

alveolar macrophages identified also IL-33 as an enhancer of the M2 macrophage polarization 

(Kurowska-Stolarska et al., 2009). However, IL-33 was devoid of any effect on the 

polarization of human lung macrophages in the present study (data not shown). 

We used RT-qPCR to confirm the microarray data. Quantitative differences between results 

of microarray and RT-qPCR experiments were expected since i) the technologies are not the 

same, RT-qPCR is the reference method for quantitative data which involves the 

amplification of the target sequence while microarrays use signal amplification and ii) the 

analysis level is the whole gene for microarrays whereas TaqMan probes only amplify a 

sequence located on 1 or 2 exons. Nevertheless, results were highly comparable between the 

two methods. 
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Our study has strengths and limitations. The strengths are i) the use of primary human lung 

macrophages providing a relevant model for the study of macrophages plasticity in the human 

lung compartment; ii) the use of a whole transcriptome approach with confirmation for 87 

selected target genes with RT-qPCR, iii) some results at the transcript level were confirmed at 

the protein/mediator level and iv) identification of cellular components that are relevant for 

lung diseases. The main limitation consists in the study of a single time-point, as in previous 

reports (Martinez et al., 2006; Ambarus et al., 2012; Beyer et al., 2012; Jaguin et al., 2013; 

Martinez et al., 2013), preventing the observation of the kinetics of evolution and the stability 

in the expression of M1 and M2 markers. 

 

Conclusions 

Taken as a whole, our data define a specific pattern of gene and protein expression in human 

lung macrophages polarized in vitro by LPS and IL-4/IL-13. This study extended previous 

findings in mouse macrophages and human monocyte-derived macrophages and identified 

three cellular components mainly involved in the polarization of human lung macrophages. 

These results allow a better understanding of macrophage polarization and their associated 

markers may be useful for studies on the pathophysiology of human lung diseases. 
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Tables 

Table 1: Effect of LPS, IL-4 and IL-13 on cytokine transcripts expression in human lung 

macrophages 

 Microarray 

 
RT-qPCR 

 

Gene 

symbol 

Fold change 
 

Fold change 
 

LPS  

vs Control 

IL-4 

 vs Control 

LPS 

 vs Control 

IL-4  

vs control 

IL-13 

 vs control 
CCL1 1.9 - 11.4 - - 

CCL2 6.2 -1.9 36.2 -3.4 -4.0 

CCL3 10.9 - 40.6 - -1.5 

CCL4 32.5 1.8 108.8 2.0 1.4 

CCL5 9.6 - 63.2 -1.7 - 

CCL7 13 -1.2 70.2 - - 

CCL8 15 1.2 587.1 - - 

CCL11 - - - 7.7 - 

CCL13 1.2 2.4 5.1 68.2 60.5 

CCL16 - - - 2.0 - 

CCL17 - - 43.0 33.7 21.7 

CCL18 - - - - - 

CCL19 - - 8.2 -18.4 -12.1 

CCL20 30.9 -1.6 286.1 -3.9 -4.1 

CCL21 - - - - 1.6 

CCL22 2.3 4.3 8.3 7.7 10.5 

CCL23 3.4 1.3 2778.9 1748.2 875.8 

CCL24 2.1 1.6 3.4 2.2 3.4 

CCL25 - - - 2.8 1.7 

CCL26 - 3.0 3.0 691.1 312.2 

CCL27 - - - - - 

CCL28 -1.3 - -2.2 1.2 - 

CSF2 - - 97.3 - - 

CSF3 2.9 - 1093.1 -1.7 -2.8 

CX3CL1 - - - - 2.7 

CXCL1 33 -1.3 436.7 -14.0 -16.1 

CXCL2 9.8 -1.6 20.3 -6.1 -4.0 

CXCL3 13.6 -1.3 233.1 - -1.7 

CXCL5 8.3 -2.4 96.8 -10.8 -7.9 

CXCL6 5.3 - 181.2 - - 

CXCL9 7.7 -1.7 - - - 

CXCL8 -1.3 - 108.8 -2.4 -3.0 

CXCL10 1.2 -1.2 9.1 - -2.0 

CXCL11 - - 68.8 - 1.3 

CXCL12 - - - -11.1 - 

CXCL13 - - 3.5 -1.1 - 

CXCL14 - - - - - 

CXCL16 1.4 - 2.1 - - 

IFN-γ 1.5 1.2 4.1 - - 

IFN-κ 1.2 - - - - 

IL1A 12.1 -1.5 93.5 -2.3 -2.0 

IL1B 13.4 -1.8 874.6 -3.9 -2.5 

IL2 - - - - 1.7 

IL4 - - - - - 

IL5 - - 1484.0  
IL6 85.4 1.2 9389.8 - -

IL9 7.7 -1.7  -2.4 -3.0

IL10 - -  - -

IL12A 3.3 -1.4   

IL12B - -   -

IL13 5.6 -  - -
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IL16 - -   

IL18 - -   -

IL23A 16.6 -   -

TNF-α 2.8 -1.5   

 

 

Transcriptome analysis was realized with microarrays and RT-qPCR. Cells were treated with 

LPS (10 ng.mL-1), IL-4 (10 ng.mL-1) or IL-13 (50 ng.mL-1) for 24 hrs. Values are means of 

fold change from experiments with macrophages from three different donors. The results of 

genes for which the absolute fold change was lower than 1.2 were replaced with a dash. 
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Table 2: Effect of LPS, IL-4 and IL-13 on cytokine production in culture supernatants 

of human lung macrophages. 

Cytokines 

 

Control 

 

LPS 

 

Control 

 

IL-4 

 

Control 

 

IL-13 

 

TNF-α 

 

121 ± 22 

 

27759 ± 3198 

*** 

54 ± 9 

 

70 ± 19 

 

74 ± 15 

 

100 ± 24 

 

 

IL-1β 

 

 
45 ± 18 

 

 

67 ± 15 

* 

 
12 ± 8 

 

 

17 ± 8 

 

 
15 ± 7 

 

 

25 ± 8 

 

 

CCL2 

 

 

2379 ± 584 

(32) 

 

23071 ± 3689 

*** 

 

1763 ± 1053 

(6) 

 

1534 ± 987 

 

 

2182 ± 1027 

(6) 

 

2061 ± 1227 

 

 

CCL3 

 

 
1147 ± 191 

(41) 

 

148882 ± 13342 

*** 

 
568 ± 151 

(6) 

 
741 ± 147 

 

 
737 ± 218 

(6) 

 
696 ± 152 

 

 

CCL4 
 

 

2521 ± 425 
(34) 

 

282849 ± 38930 

*** 

 

1989 ± 274 
(10) 

 

3173 ± 507 

** 

 

1809 ± 231 
(9) 

 

2991 ± 524 

* 

 

CCL5 

 

 

109 ± 63 

(15) 

 

5256 ± 1230 

*** 

 

66 ± 21 

(6) 

 

103 ± 35 

 

 

49 ± 16 

(9) 

 

55 ± 16 

 

 

CCL13 

 

 

52 ± 13 

(8) 

 

97 ± 29 

 

 

35 ± 10 

(14) 

 

266 ± 45 

*** 

 

35 ± 8 

(19) 

 

415 ± 74 

*** 

 

CCL17 

 

 
19 ± 6 

(8) 

 
26 ± 6 

 

 
5 ± 2 

(11) 

 

70 ± 20 

** 

 
6 ± 2 

(9) 

 

71 ± 22 

* 

 

CCL22 
 

 

619 ± 119 
(15) 

 

959 ± 176 

** 

 

1419 ± 231 
(12) 

 

7606 ± 1282 

*** 

 

1221 ± 158 
(22) 

 

5879 ± 967 

*** 

 

CCL24 
 

 

12040 ± 2364 
(19) 

 

26698 ± 6349 

** 

 

12040 ± 2364 
(19) 

 

11653 ± 2465 
 

 

12040 ± 2364 
(19) 

 

11977 ± 2235 

 

 

CXCL1 

 

 

1371 ± 533 

(8) 

 

246476 ± 31805 

*** 

 

371 ± 100 

(5) 

 

174 ± 81 

* 

 

312 ± 91 

(5) 

 

170 ± 67 

* 
 

CXCL8 

 

 

21470 ± 2671 

(46) 

 

910698 ± 92460 

*** 

 

11456 ± 3924 

(6) 

 

9811 ± 3290 

 

 

20216 ± 8683 

(7) 

 

14378 ± 4517 

 

 

CXCL10 

 

 
13 ± 3 

(10) 

 

979 ± 368 

* 

 
2 ± 2 

(6) 

 
36 ± 21 

 

 
8 ± 5 

(6) 

 
10 ± 6 

 

 

Macrophages were treated for 24 hrs with LPS (10 ng.mL-1), IL-4 (10 ng.mL-1) or IL-13 (50 

ng.mL-1) and supernatants were harvested and analyzed for cytokine with ELISA. Results are 

expressed in pg per 106 cells. Numbers of experiments are indicated in parenthesis. Asterisks 

indicate significant effect of LPS, IL-4 or IL-13 on cytokine production as compared to 

unstimulated macrophages (control) with paired Student’s t test (*P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001).  
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Table 3: Effect of LPS, IL-4 and IL-13 on transcript expression of enzymes and 

receptors involved in lipid metabolism in human lung macrophages. 

 

 

Microarray 

 

RT-qPCR 

 

Gene  

symbol 

Fold change 

 

Fold change 

 

LPS  

vs Control 

IL-4 

 vs Control 

LPS 

 vs Control 

IL-4 

 vs Control 

IL-13 

 vs control 

   PLA2G6 -1.4 - -7.0 -1.5 -3.0 

L
ip

o
x
y

g
en

a
se

 p
a

th
w

a
y
 

E
n

zy
m

e 

 

 

ALOX5 -1.3 -1.2 -1.5 - -4.0 

 

ALOX5AP - -1.3 - - -3.4 

 

ALOX12 - - - - - 

 

ALOX15 - 1.3 -3.0 155.4 46.1 

 

LTC4S -11 - -10.2 -1.2 -4.6 

 

LTA4H -1.9 -1.2 -4.5 -1.9 -4.6 

R
ec

ep
to

r 

 

 

LTB4R - - -2.9 -3.0 -3.0 

 

LTB4R2 - - -1.9 -1.7 -4.7 

 

CYSLTR1 -1.7 - -5.1 1.6 -1.5 

 

CYSLTR2 -1.3 - -2.8 -3.9 -8.8 

C
y

cl
o

-o
x
y

g
en

a
se

 p
a

th
w

a
y
 

E
n

zy
m

e 

 

 

PTGS1 -1.3 2.6 -2.6 2.4 - 

 

PTGS2 100.6 1.2 494.1 - -2.7 

 

PTGES 9.3 - 2074.4 -14 -16 

 

PTGIS - - - -1.3 - 

 

AKR1C3 -1.2 -1.7 - -1.4 - 

 

HPGDS -4.9 1.4 -4.1 2.1 - 

 

TBXAS1 -1.3 - -1.9 - - 

R
ec

ep
to

r 

 

 

PTGER1 2.9 - - - - 

 

PTGER2 1.4 - 2.7 - - 

 

PTGER3 - - 8.4 -8.4 - 

 

PTGER4 1.9 -1.4 2.9 -2.3 -3.7 

 

PTGDR - - - - -3.3 

 

PTGDR2 - - - - - 

 

PTGFR 1.2 - - - - 

 

PTGIR 1.2 - 59.8 -28.8 -5.0 

 

TBXA2R - - -1.7 -1.6 -5.6 
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Transcriptome analysis was realized with microarrays and RT-qPCR. Cells were treated with 

LPS (10 ng.mL-1), IL-4 (10 ng.mL-1) or IL-13 (50 ng.mL-1) for 24 hrs. Values are means of 

fold change from experiments with macrophages from three different donors. The results of 

genes for which the absolute fold change was lower than 1.2 were replaced with a dash. 

 

Table 4: Effect of LPS, IL-4 and IL-13 on surface marker transcripts expression in 

human lung macrophages. 

 
 

Microarray RT-qPCR 

Gene  

symbol 

Fold change Fold change 

LPS  

vs Control 

IL-4 

 vs Control 

LPS 

 vs Control 

IL-4  

vs control 

IL-13 

 vs control 

 

CD38 12.5 -1.2 

 
46.8 

 
-0.7 

 
-2.9 

 

CD197 3.9 - 

 
46.8 

- - 

 

CD200R1 - 4.0 

 
-3.1 

 
52 

 
41.4 

 

CD206 -1.2 2.4 

 
-1.6 

 
7.2 

 
7.0 

 

Transcriptome analysis was realized with microarrays and RT-qPCR. Cells were treated with 

LPS (10 ng.mL-1), IL-4 (10 ng.mL-1) or IL-13 (50 ng.mL-1) for 24 hrs. Values are means of 

fold change from experiments with macrophages from three different donors. The results of 

genes for which the absolute fold change was lower than 1.2 were replaced with a dash. 
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Figure legends 

Figure 1: Biological processes affected during human lung macrophage polarization by 

LPS or IL-4, identified by gene ontology analysis. 

Figure 2: Heatmap visualization of cellular components involved in human lung 

macrophages polarization. Hierarchical clustering of the cytokine (A), lipid metabolism (B) 

and membrane protein (C) cellular components that were found differentially expressed 

between control, LPS-treated and IL-4-treated human lung macrophages. Results were 

obtained with macrophages from three independent donors cultured for 24 hrs. A red-green 

colour scale depicts normalized expression levels (red: high, green: low). 

Figure 3: Production of PGE2 in culture supernatants of human lung macrophages. 

Lung macrophages were incubated with medium (control), LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-4 (10 

ng.mL
-1

) for 24 hrs. Data are expressed in pg per 10
6
 cells. Results are shown as mean ± 

S.E.M. of four independent experiments. 
*
indicates a significant

 
difference versus LPS 

(
*
P<0.05). 

Figure 4: Flow cytometry analysis of CD38, CD206 and CD23 in polarized human lung 

macrophages. Lung macrophages were incubated with medium (control), LPS (10 ng.mL
-1

) 

or IL-4 (10 ng.mL
-1

) for 24 hrs and stained with antibodies raised against CD38 (A) CD206 

(B) or CD23 (C). Results are shown as mean fluorescence intensity ± S.E.M. of 3-6 

independent experiments. 
*
indicates a significant

 
difference versus control (

*
P<0.05; 

**
P<0.01). 

#
 indicates significant difference between LPS- and IL-4-treated lung macrophages 

(
#
P<0.05; 

# #
P<0.01).  
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Figures 

Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Résultats complémentaires  

Effet de la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires humains sur d’autres 

marqueurs 

 Notre analyse transcriptomique à large spectre nous a permis d’identifier d’autres 

marqueurs de la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires humains. Parmi les 

marqueurs M1 induit par le LPS, l’expression du CD80, du CD300e et de l’IDO1 

(Indoléamine 2,3 Dioxygénase 1) est augmentée alors que l’expression du CD180, de TREM2 

(Triggering Receptor Express on Myeloïd cells 2) et de HPGDS (Hematopoïetic 

Prostaglandin D Synthase) est diminuée (Tableau 2). Dans la polarisation M2a induite par 

l’IL-4, on observe une augmentation de l’espression du CD200R et de HPGDS alors que 

l’expression du CD14 est diminuée (Tableau 2). 

 

 Facteur de variation 

Gènes LPS versus Témoin IL-4 versus Témoin 

CD14 2.1 (ns) -3 (p<0.05) 

CD80 5 (p<0.01) -1.5 (ns) 

CD180 -7.3 (p<0.001) -1.4 (ns) 

CD200R -1 (ns) 4 (p=0.06) 

CD300e 11 (p<0.001) -1.1 (ns) 

TREM2 -7 (p<0.001) 1.3 (ns) 

HPGDS -5 (p<0.001) 1.4 (p<0.05) 

IDO1 178 (p<0.001) 1.3 (ns) 

(ns : non significatif) 

Tableau 2 : Effet de la polarisation M1 (LPS) et M2a (IL-4) des macrophages pulmonaires 

humains sur l’expression d’autres marqueurs 

Les macrophages pulmonaires ont été traités avec du LPS (10 ng.ml-1) et de l’IL-4 (10 ng.mL-1) 

pendant 24h. L’expression de chaque gène a été évaluée par microarray et est exprimée en facteur de 

variation par rapport à la condition témoin. Les résultats sont représentés sous forme de moyenne de 

3 expériences indépendantes et les statistiques ont été effectuées par un test t de Student. 
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Effet de la polarisation des macrophages pulmonaires humains sur leur activité 

phagocytaire  

 L’activité phagocytaire participe à l'élimination de nombreux agents pathogènes mais 

également de débris cellulaires participant au maintien de l'homéostasie tissulaire. Nous nous 

sommes intéressés à l’activité phagocytaire des macrophages pulmonaires humains au cours 

de la polarisation M1 et M2a. Cette activité phagocytaire a été évaluée par l'utilisation de 

bioparticules couplées à une bactérie gram négatif (E.coli). Nos résultats ont montré que les 

macrophages pulmonaires humains phagocytent les bioparticules couplées à E coli. 

Cependant, la polarisation des macrophages M1 et M2a ne module pas cette activité 

phagocytaire (Figure 18). 

 

 

 

Figure 17: Effet de la polarisation M1 (LPS) et M2a (IL-4/IL-13) des macrophages pulmonaires 

humains sur la phagocytose de E.coli 

Les macrophages pulmonaires ont été exposés au LPS (10 ng.mL-1), IL-4 (10 ng.mL-1) et IL-13 (50 

ng.mL-1) pendant 24h. Au terme de cette incubation, les macrophages sont incubés avec des 

bioparticules de E.coli (5.106 particules.ml-1) couplées au FITC pendant 30 min à l’obscurité. 

L’activité phagocytaire des macrophages est analysée par quantification de la fluorescence par 

cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne d'intensité de fluorescence (MFI) et 

représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 9 expériences indépendantes. Les statistiques ont été 

effectuées par la méthode ANOVA suivie d’un test t de student. * indique une différence significative 

avec le témoin (***p<0.005). 
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Discussion 

 Nous avons montré que les macrophages pulmonaires humains s’activent de manière 

distincte. Sous l’effet du LPS, les macrophages pulmonaires humains s’orientent vers un 

phénotype M1 et sous celui des cytokines Th2 (IL-4/IL-13) s’orientent vers un phénotype 

M2a. L’analyse transcriptomique à large spectre des marqueurs de la polarisation des 

macrophages pulmonaires humains a mis en évidence qu’un nombre élevé de gènes (4067) 

étaient régulés au cours de la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires humains. 

Parmi ces gènes notre analyse s’est concentrée sur l’étude des marqueurs membranaires, des 

cytokines et chimiokines et des gènes du métabolisme lipidique. Nous avons montré que sous 

l’influence du LPS, la polarisation M1 des macrophages pulmonaires humains se définit par 

une augmentation des marqueurs membranaires CD38, CD197, une augmentation de la 

production des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, CCL2, 3, 4, 5, 

24, CXCL1, 8, 10)  et une induction de la voie des cyclooxygénases via l'expression de la 

COX-2 et la production de PGE2. La polarisation M2a des macrophages pulmonaires induite 

par l’IL-4 et l’IL-13 est quant à elle définie par une augmentation de l’expression du récepteur 

au mannose CD206, une induction de la production des cytokines immunorégulatrices 

(CCL13, CCL17, CCL22) et une augmentation de la voie des lipoxygénases via l’induction de 

l’expression de la 15-LOX-1. 

Pour ce qui concerne les marqueurs cytokiniques, nous avons montré que l'expression des 

transcrits d’autres chimiokines CC (CCL1, 7, 8, 19, 20, 23) et CXC (CXCL2, 3, 5, 6, 11, 13, 

16) est augmentée dans les macrophages pulmonaires humains polarisés M1. Parmi ces 

chimiokines, l’induction de l’expression de CCL8, CCL19, CCL20, CXCL11 et CXCL13 a 

déjà été observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M1 

(Martinez et al., 2006). Les chimiokines CCL1, 7, 23 et CXCL2, 3, 5, 6, 16 pourraient quant à 

elles constituer de nouveaux marqueurs de la polarisation M1 des macrophages pulmonaires 

humains. L’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1α, l’IL-12, 

l’IL-18, l’IL-23 et l’IFN-γ, impliquées dans la réponse immunitaire Th1 (Striz et al., 2014) est 

aussi augmentée dans nos macrophages pulmonaires humains polarisés M1. De manière 

inattendue mais intéressante, l’expression de cytokines Th2 comme l’IL-5, l’IL-9, l’IL-10 et 

l’IL-13 est également augmentée dans les macrophages pulmonaires humains polarisés M1 

par le LPS. Ces résultats pourraient s’expliquer par une possible réorientation du phénotype 

M1 vers un phénotype M2 au terme de 24 heures d’incubation avec le LPS. Par ailleurs, 

l’induction de la production de PGE2 dans les macrophages M1 pourrait participer à cette 
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réorientation du phénotype M1 vers un phénotype M2a des macrophages (Rodriguez et al., 

2014). Concernant la polarisation M2a des macrophages pulmonaires nous avons observé que 

très peu de marqueurs sont spécifiques de ce phénotype. Seul la production des chimiokines 

CCL13, CCL17 et CCL22 s’est avérée augmentée par l’IL-4 et l’IL-13. Concernant 

l’expression de CCL18 celle-ci n’est pas retrouvée modulée en présence de LPS, d’IL-4 ou 

d’IL-13, mais des données obtenues au sein de notre laboratoire ont montré que sa production 

était augmentée de manière significative en présence de LPS (10 ng.ml
-1

), d’IL-4 (10 ng.ml
-1

) 

et d’IL-13 (50 ng.ml
-1

) dans nos macrophages pulmonaires humains (Données non 

présentées). Notre analyse transcriptomique a aussi révélé que les chimiokines CCL11, 

CCL16 et CCL25 pourraient constituer de nouveaux marqueurs de la polarisation M2a induite 

par l’IL-4 et l’IL-13 dans les macrophages pulmonaires humains. 

Les gènes du métabolisme lipidique sont également régulés au cours de la polarisation 

M1/M2 des macrophages pulmonaires. En plus d’une régulation de la voie de la 

cyclooxygénase-2 et de la 15-lipoxygénase-1 dans la polarisation M1/M2a, l’expression du 

gène HPGDS apparait modulée de manière distincte entre les macrophages M1 et M2a. En 

effet, nous avons observé que l’expression de cette enzyme est diminuée dans les 

macrophages pulmonaires M1 et augmentée dans les macrophages pulmonaires M2a. Dans la 

littérature, l’expression de cette enzyme est majoritairement retrouvée dans les lymphocytes 

humains Th2 par rapport aux lymphocytes Th1 (Tanaka et al., 2000). Cette enzyme participe 

à la synthèse de prostaglandine D2 qui contribue au développement de la réponse immunitaire 

de type Th2 et à l’inhibition de la réponse Th1 (Tanaka et al., 2004). Dans les macrophages 

de rats stimulés par LPS, le métabolite de la PGD2, la 15-Deoxy-delta(12,14)-prostaglandine 

J2 est responsable d’une diminution de la production d’IL-12 (Azuma et al., 2001). L’HPGDS 

et ses métabolites (PGD2 et 15-Deoxy-delta(12,14)-prostaglandine J2) pourraient participer à 

la régulation de la polarisation des macrophages pulmonaires. 

Par ailleurs notre analyse transcriptomique à large spectre a permis de révéler que d’autres 

marqueurs étaient régulés au cours de la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires 

humains. En effet, parmi les marqueurs membranaires nous avons observé que l’expression 

du CD80 et du CD300e est augmentée dans les macrophages pulmonaires M1. La mise en 

évidence du CD80 comme marqueur de la polarisation M1 des macrophages a déjà été 

observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains (Ambarus et al., 2012; Jaguin 

et al., 2013). Le CD80 est une molécule de co-stimulation impliquée dans la présentation des 

antigènes aux lymphocytes T pour induire leur activation. Concernant le CD300e, il n'existe 
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aucune donnée dans la littérature sur son rôle dans les macrophages. Le CD300e se lie aux 

protéines transmembranaires DAP10 et DAP12 impliquée dans l’activation ou l’inhibition des 

leucocytes (Lanier, 2009). Dans les monocytes et les cellules dendritiques, le CD300e est un 

récepteur actif aux propriétés pro-inflammatoires via la synthèse de ROI, de cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-6, CXCL8) et des molécules de co-stimulation des lymphocytes T 

(Brckalo et al., 2010). Nos résultats ont aussi montré que la stimulation des macrophages 

pulmonaires par le LPS diminue fortement l’expression du CD180, un récepteur impliqué 

dans l’inhibition de la signalisation intracellulaire du TLR4 (Divanovic et al., 2005). 

L’expression du récepteur TREM2 est également diminuée dans les macrophages 

pulmonaires humains stimulés par le LPS. Ce récepteur TREM2 joue un rôle inhibiteur sur 

l’inflammation induite par les agonistes du TLR4. En effet, un  Knock Out du  gène codant 

pour TREM2, entraine une augmentation de la réponse inflammatoire des macrophages 

alvéolaires murins stimulés par le LPS (Gao et al., 2013).  

Concernant la polarisation M2a des macrophages pulmonaires humains, nos résultats 

montrent une augmentation de l'expression des transcrits du récepteur CD200 (CD200R). Le 

CD200R est une glycoprotéine de surface, essentiellement exprimée par les cellules du 

système immunitaire. Une augmentation de l’expression de ce récepteur est observée dans les 

macrophages dérivés de monocytes humains polarisés M2a par l’IL-4 et l’IL-13 (Koning et 

al., 2010; Ambarus et al., 2012; Jaguin et al., 2013). De récentes études soulignent l'intérêt du 

CD200R dans les voies aériennes de par son expression dans les macrophages alvéolaires 

murins et son rôle anti-inflammatoire permettant de limiter l'amplitude de la réponse pro-

inflammatoire (Snelgrove et al., 2008; Hussell et al., 2014). Le CD14, un co-récépteur du 

TLR4 qui interagit avec la LBP pour permettre la reconnaissance du LPS, est lui aussi 

impliqué dans la polarisation M2a des macrophages. En effet, une diminution de son 

expression est observée dans les macrophages dérivés de monocytes humains de type M2 

(Martinez et al., 2009; Ambarus et al., 2012; Beyer et al., 2012) et dans nos macrophages 

pulmonaires humains polarisés M2a en présence d’IL-4 et d’IL-13. 

Au cours de la polarisation M1 des macrophages pulmonaires par le LPS, notre analyse 

transcriptomique a montré que l’expression de l’IDO1 est fortement induite. L’IDO1 est une 

enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane, un acide aminé essentiel qui participe 

à la croissance des pathogènes (Murakami et al., 2013). L’induction de l’expression de cette 

enzyme a déjà été mise en évidence dans les macrophages dérivés de monocytes humains 

exposés au LPS (Jaguin et al., 2013). Cette enzyme pourrait constituer une nouvelle cible de 
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régulation de la polarisation des macrophages. En effet, des données préliminaires non 

publiées au sein de notre laboratoire ont montré que les kynurénines produites par le 

métabolisme du tryptophane via l’IDO1 diminuent la production des cytokines M1 dans les 

macrophages pulmonaires humains.  

L’ensemble de ces travaux montre que la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires 

humains module l’expression de nombreux gènes impliqués dans la réponse inflammatoire 

des macrophages. Nous avons également voulu déterminer si la polarisation M1/M2a pouvait 

réguler l’activité majeure des macrophages qu’est la phagocytose. Contrairement à ce qui est 

décrit dans la littérature sur l’activité phagocytaire des macrophages polarisés M1, nos 

résultats n’ont pas montré d’augmentation de la production de la phagocytose d’E coli par les 

macrophages pulmonaires exposés au LPS. Néanmoins, nos résultats pourraient s’expliquer 

par la forte production de PGE2 observée au cours de la polarisation M1 des macrophages 

pulmonaires humains. En effet, dans les macrophages alvéolaires, la PGE2 est responsable 

d’une diminution de l’activité bactéricide via l’inhibition de la NADPH oxydase et de 

l’activité phagocytaire (Aronoff et al., 2004; Serezani et al., 2007). De plus, la  PGE2 diminue 

l’expression protéique du TLR4 dans les macrophages alvéolaires murins (Degraaf et al., 

2014). Ces travaux suggèrent que la PGE2 pourrait être impliquée dans l’inhibition de 

l’activité phagocytaire des macrophages pulmonaires humains stimulés par le LPS. De plus 

les bactéries E.coli sont des bacilles à Gram négatif, composées de LPS qui activer la 

polarisation M1 des macrophages pulmonaires humains. 
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Introduction 

 Les résultats de l’article 1 montrent que la polarisation M1/M2a des macrophages 

pulmonaires humains module l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la réponse 

inflammatoire. Parmi ces gènes, l’expression d’une enzyme du métabolisme lipidique, la 15-

lipoxygénase-1, est fortement augmentée au cours de la polarisation M2a des macrophages 

par l’IL-4 et l’IL-13.  

Dans la littérature, cette enzyme existe sous deux isoformes, la 15-lipoxygénase-1 (15-LOX-

1) et la 15-lipoxygénase-2 (15-LOX-2) (Dobrian et al., 2011). Dans le poumon, l’activité 

enzymatique et les métabolites issus de ces deux 15-lipoxygénases exercent des effets pro-

inflammatoires (15(S)-HETE et 13(S)-HODE) (Liu et al., 2009; Zhao et al., 2009) mais aussi 

des effets anti-inflammatoires (lipoxines A4 et résolvines D1) (Back et al., 2014; Levy et al., 

2014). Les transcrits et métabolites de ces 15-lipoxygénases sont augmentés dans le LBA 

(Chu et al., 2002; Lundstrom et al., 2012), les expectorations (Profita et al., 2000) et dans 

l’épithélium bronchique des patients asthmatiques sévères (Bradding et al., 1995; Zhao et al., 

2009; Gras et al., 2012; Mabalirajan et al., 2013). Dans les cellules épithéliales, l’IL-4 et l’IL-

13 induisent l’expression de la 15-LOX-1 (Jayawickreme et al., 1999; Profita et al., 1999; 

Brown et al., 2001). L’induction de l’expression de la 15-LOX-1 est notamment associée à 

une augmentation des chimiokines dans la lignée de cellules épithéliales alvéolaires A549 

(Liu et al., 2009). Une augmentation de l’expression de la 15-LOX-1 est également observée 

dans les macrophages alvéolaires humains (Profita et al., 2000). Dans les macrophages 

dérivés de monocytes humains, l’expression de la 15-LOX-1 est induite en présence des 

cytokines Th2 (IL-4 et IL-13) alors que l’expression de la 15-LOX-2 est augmentée en 

présence de LPS et d’IL-4/IL-13 (Wuest et al., 2012). Dans les macrophages dérivés de 

monocytes humains, l’expression de la 15-LOX-2 est impliquée dans l'augmentation de la 

sécrétion de chimiokines (Danielsson et al., 2008) .  

Cependant, l’expression et le rôle des ces deux isoformes n’ont jamais été évalués dans les 

macrophages pulmonaires humains et pourraient représenter une voie de régulation de la 

polarisation des macrophages. Ainsi, l’objectif initial de cette étude a été d’évaluer l’effet de 

la polarisation M1 (par le LPS) et M2a (par l’IL4/l’IL-3) des macrophages pulmonaires 

humains sur l’expression des deux isoformes de la 15-lipoxygénase. Puis, dans un second 

temps, d’étudier le rôle ces deux isoenzymes sur la régulation de la polarisation des 

macrophages par l’étude du chimiokinome caractéristique du phénotype M1 et M2a, 

préalablement décrit dans l’article 1.  



Travaux de recherche 

 

 

Title page: 

15-Lipoxygenases regulate the production of chemokines in human lung macrophages 

C Abrial,
1,2

 S Grassin-Delyle,
1,2

 H Salvator,
 1,2 

M Brollo
1
, 

E Naline,
1,2 

P Devillier
1,2

 

 

1
Laboratoire de Pharmacologie UPRES EA220, Hôpital Foch, Suresnes, France 

2
Université Versailles Saint Quentin, UFR Sciences de la santé, Saint Quentin en Yvelines, 

France 

 

Corresponding author: P. Devillier, Laboratoire de Pharmacologie UPRES EA220, Hôpital 

Foch, 11 rue Guillaume Lenoir, F-92150 Suresnes, France. Tel: +33 146 252791, Fax: +33 

146 252422. E-mail: p.devillier@hopital-foch.org 

Authorship contribution statement 

 CA, HS and MB prepared the lung macrophages and carried out immunoassays, the 

15-lipoxygenase activity assay and RT-qPCRs. 

 EN provided the human tissues and was also involved in preparation of the lung 
macrophages. 

 CA analyzed the results, prepared the figures, performed the statistical analysis and 
drafted the manuscript. 

 PD and SGD conceived the study, participated in its design, managed the work in the 

laboratory, analyzed the results, and drafted the manuscript. 

 



Travaux de recherche 

 

ABSTRACT 

Background and purpose. 15-Lipoxygenase (15-LOX) activity is associated with inflammation 

and immune regulation. The objectives of the present study were to investigate the expression of 

15-LOX-1 and 15-LOX-2 and evaluate their roles in regulating the polarization of human lung 

macrophages (LMs) in response to lipopolysaccharide (LPS) and Th2 cytokines (interleukins 

(IL)-4 and -13). 

Experimental approach. Lung macrophages were isolated from patients undergoing surgery for 

carcinoma. The cells were cultured with PD146176 (1-10 µM), indomethacin (1 µM), MK 886 

(1 µM) or vehicle and then stimulated with LPS (10 ng.mL
-1

), IL-4 (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 

ng.mL
-1

) for 24 hrs. Levels of ALOX15 (15-LOX-1) and ALOX15B (15-LOX-2) transcript 

expression were determined by RT-qPCR. Immunoassays were used to measure levels of M1 

cytokines (TNF-α, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10) and M2 cytokines 

(CCL13, CCL18 and CCL22) in the culture supernatants. 

Key results. Stimulation of LMs with LPS was associated with greater expression of ALOX15B, 

whereas stimulation with IL-4/IL-13 induced the expression of ALOX15. PD146176 (10 µM) 

reduced the LPS-stimulated release of CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10 and 

the IL-4/IL-13-induced release of CCL13, CCL18 and CCL22. Furthermore, indomethacin 

revealed the inhibitory effect of PD146176 on TNF-α release. 

Conclusions and Implications. Inhibition of the 15-LOX pathways is involved in down-

regulation of the in vitro production of M1 and M2 chemokines in LMs. Our results suggest that 

the 15-LOX pathways have a role in the pathogenesis of inflammatory lung disorders and thus 

constitute a potential drug target. 

KEY WORDS. 15-Lipoxygenase, lung macrophages, chemokines, macrophages polarization 

ABBREVIATIONS. COX, cyclooxygenase; DMSO, dimethyl sulfoxide; ELISA, enzyme-

linked immunosorbent assay; FCS, foetal calf serum; HPRT, hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase; IL, interleukin; IFN-γ, interferon-γ; LDH, lactate dehydrogenase; 

LM, lung macrophage; LOX, lipoxygenase; LPS, lipopolysaccharide; MDM, monocyte-derived 

macrophage; PCR, polymerase chain reaction; RT-qPCR, reverse transcriptase- quantitative 

polymerase chain reaction; RPMI, Roswell Park Memorial Institute; 15-HETE, 15-

Hydroxyeicosatetraenoic acid; 13-HODE, 13-Hydroxy octadecadienoic acid. 
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INTRODUCTION 

Human lipoxygenases (LOXs) catalyze the stereoselective dioxygenation of 1,4-cis, cis-

pentadiene-containing polyunsaturated fatty acids (such as arachidonic acid), with the formation 

of hydroperoxy fatty acids. The human LOXs include 5-LOX, two 12-LOXs and two 15-LOXs 

(15-LOX-1 and 15-LOX-2, respectively encoded by the 15ALOX, and 15ALOXB genes) 

(Dobrian et al., 2011). In the lung, the different products of 15-LOX’s enzymatic activity can 

stimulate inflammation and mucus secretion (e.g. 15-HETE and 13-HODE) or resolve 

inflammation and stimulate tissue repair (e.g. lipoxin A4, resolving D1, and protectin D1) (Back 

et al., 2014; Levy et al., 2014). 

Greater activity of the 15-LOX inflammatory pathway in both childhood and adult 

asthma has been evidenced by high levels of 15-LOX transcripts and 15-LOX metabolites in 

exhaled breath condensates (Sachs-Olsen et al., 2010), bronchoalveolar lavage fluids (Chu et al., 

2002; Ono et al., 2009; Lundstrom et al., 2012) and in induced-sputum (Profita et al., 2000; 

Thomson et al., 2014). 

15-LOXs are strongly expressed in the bronchial epithelium, especially in severe 

asthmatics (Bradding et al., 1995; Zhao et al., 2009; Gras et al., 2012; Mabalirajan et al., 2013). 

In the epithelial cells, the Th2 cytokines interleukin (IL)-4 and IL-13 are potent inducers of 15-

LOX expression (Profita et al., 1999; Brown et al., 2001, Jayawickreme et al., 1999; Chaitidis et 

al., 2005; Kuhn et al., 2006; Jakiela et al., 2013). In the human alveolar epithelial cell line A549, 

the overexpression of 15-LOX-1 is associated with greater chemokine release (Liu et al., 2009). 

15-LOX-1 is also expressed in eosinophils and macrophages from asthmatic patients (Bradding 

et al., 1995; Profita et al., 2000; Chu et al., 2002; Mabalirajan et al., 2013). 

 In pulmonary inflammatory diseases such as asthma and chronic obstructive pulmonary 

disease, macrophages orchestrate inflammatory reactions by releasing chemokines and cytokines 

(Barnes, 2008). Macrophages are essential regulators of both innate and adaptive immune 

responses and the resolution of inflammation. In response to environmental signals, macrophages 

exhibit a phenotypic polarization that mirrors the Th1/Th2 polarization of T lymphocytes. Upon 

exposure to microbial products such as bacterial lipopolysaccharide (LPS), macrophages 

undergo M1 polarization (the classical activation state, associated with microbicidal and 

tumoricidal activities) (Mantovani et al., 2004; Benoit et al., 2008). In contrast, Th2 cytokines 

induce M2 polarization, which is associated with immunoregulation, the dampening of 

inflammation, and the promotion of tissue remodelling. These two activation states involve the 

production of different cytokines and (especially) chemokines (Martinez et al., 2006; Sica et al., 

2012). In vitro, the expression of ALOX15B increases as monocytes differentiate into 

macrophages. In monocyte-derived macrophages (MDMs), the ALOX15 expression increased in 

response to the Th2 cytokines and the ALOX15B expression increased in response to the Th2 

cytokines and LPS (Wuest et al., 2012). In human MDMs, overexpression of 15-LOX-2 resulted 

in increased secretion of two chemokines (CCL2 and CXCL10) (Danielsson et al., 2008). 

However, the 15-LOX’s expression levels and functions in human LMs have yet to be 

characterized in detail. The objective of the present study was to assess the respective effects of 

LPS, IL-4 and IL-13 on the expression of 15-LOX-1 and 15-LOX-2 in human LMs and to 

investigate the role of 15-LOXs in the production of M1 and M2 chemokines. 
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METHODS 

Materials 

PD146176 (6,11-dihydrol[1]benzothiopyrano[4,3-b]indole) and MK 886 were obtained from 

Tocris Biosciences (Bristol, UK). RPMI 1640 medium and bovine serum albumin were acquired 

from Eurobio Biotechnology (Les Ulis, France). Indomethacin, penicillin-streptomycin, dimethyl 

sulfoxide (DMSO), L-glutamine, trypan blue dye, foetal calf serum (FCS) and 

lipopolysaccharide (from Escherichia coli serotype 0111:B4) were purchased from Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Human recombinant IL-4 and IL-13 were obtained from R&D 

Systems (Lille, France).  

Isolation and culture of human LMs 

Experiments with human tissues were approved by the regional independent ethics committee 

(Comité de Protection des Personnes Île de France VIII, Boulogne-Billancourt, France). Lung 

tissues were obtained from 34 patients (mean ± standard error mean (SEM) age: 64 ± 2 years; 

gender (M:F): 26:8; mean ± SEM FEV1/FVC ratio: 0.83 ± 0.03; non-smokers: 7; smokers and 

ex-smokers: 10 and 17; pack years: 45 ± 4) undergoing surgical resection for lung carcinoma and 

who had not received chemotherapy or radiotherapy. The LMs were isolated from lung 

parenchyma, as previously described (Buenestado et al., 2010; Buenestado et al., 2012). In 

culture, the mean ± SEM number of adherent macrophages was 191  13 × 10
3
 cells per well for 

24-well plates and 486  36 × 10
3
 cells per well for 12-well plates. More than 95% of the 

adherent cells were macrophages, as determined by May–Grünwald–Giemsa staining and CD68 

immunocytochemistry. Cell viability exceeded 90%, as assessed by trypan blue dye exclusion. 

The experiments were performed in RPMI medium supplemented with 1% FCS. Classically 

activated macrophages (M1 macrophages) were obtained by exposure to LPS. Alternatively 

activated macrophages (M2 macrophages) were induced by in vitro exposure to the canonical 

Th2 cytokines IL-4 and IL-13. The LPS concentration (10 ng.mL
-1

) was selected as being 

suboptimal on the basis of previous data on time-response and concentration curves (Buenestado 

et al., 2012). The concentration of IL-4 (10 ng.mL
-1

) was chosen on the basis of prior reports on 

human macrophage models (Joshi et al., 2010; Pechkovsky et al., 2010; Staples et al., 2012). 

The concentration of IL-13 (50 ng.mL
-1

) was chosen on the basis of previous experiments in our 

laboratory (data not shown). 

Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction 

Lung macrophages were stimulated for 24 hrs with LPS (10 ng.mL
-1

), IL-4 (10 ng.mL
-1

) and IL-

13 (50 ng.mL
-1

). Total RNA was prepared using TRIzol
® 

reagent (Life Technologies, Saint 

Aubin, France) and RNA was extracted according to the manufacturer’s instructions. The RNA’s 

intactness was determined by running an aliquot of each sample on an Experion
TM

 automated 

electrophoresis station (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Next, 1 µg of total RNA was 

reverse-transcribed using SuperScript
® 

III First-strand SuperMix kit (Life Technologies). 

Specific TaqMan
®
 arrays based on predesigned reagents (Life Technologies) were used for the 

analysis of lipoxygenase and cyclooxygenase transcripts: ALOX5 (5-lipoxygenase), ALOX5AP 

(5-lipoxygenase activating protein), ALOX12 (12-lipoxygenase), ALOX15 (15-LOX-1), 

ALOX15B (15-LOX-2), PTGS1 (cyclooxygenase 1) and PTGS2 (cyclooxygenase 2). Reverse 

transcriptase - quantitative PCR was performed using Gene Expression Master Mix (Life 

Technologies) with 20 ng of cDNA in a StepOnePlus thermocycler (Life Technologies). The 

thermal cycling conditions were as follows: initial denaturation at 95°C for 10 min, followed by 

40 cycles of 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min. The housekeeping gene hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase (HPRT1) was used for signal normalization. 
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Assay of 15-LOXactivity 

Lung macrophages were pre-incubated with PD146176 (10 µM) or vehicle for 1 hour prior to 

incubation with LPS or IL-4 for 24 hrs. No arachidonic acid was added to the preparation. 15(S)-

HETE concentrations were measured in culture supernatants using a commercially available 

enzyme immunoassay kit (Cayman Chemical Europe, Tallinn, Estonia), according to the 

manufacturer’s instructions. The detection limit was 170 pg.mL
-1

. 15(S)-HETE concentrations 

were expressed in pg per 10
6 

LMs. 

Effect of the inhibition of 15-LOX, 5-LOX and cyclooxygenases on the production of M1 

and M2 cytokine  

The day after isolation from lung parenchyma, macrophages were washed twice with RPMI 

medium. Next, 1 mL of RPMI medium supplemented with 1% FCS was added to each well. 

Lung macrophages were treated with the specific 15-LOX inhibitor PD146176 (1-10 µM 

(Gregus et al., 2013)) or DMSO vehicle for 1 hr prior to stimulation with 10 ng.mL
-1

 LPS, 10 

ng.mL
-1

 IL-4 or 50 ng.mL
-1

 IL-13 for 24 hrs.  

In order to investigate 15-LOX’s involvement in the release of M1 and M2 cytokines, a non-

selective COX inhibitor (indomethacin, 1 µM (Buenestado et al., 2012)) and a 5-LOX-activating 

protein inhibitor (MK 886, 1 µM (Menard et al., 1990)) or the corresponding vehicles were 

added to the culture 30 min before addition of the 15-LOX inhibitor PD146176 (10 µM) or its 

vehicle and exposure of the macrophages to LPS, IL-4 or IL-13 for 24 hrs. 

Stock solutions (10 mM) of PD146176, MK 886 and indomethacin were prepared in DMSO. All 

subsequent dilutions were prepared daily in complete medium. The DMSO concentration applied 

to cells in culture did not exceed 0.12% and did not alter the production of cytokines. 

Cytotoxicity of PD146176, indomethacin and MK 886 was determined by measuring lactate 

dehydrogenase (LDH) activity in LM supernatants (using the LDH cytotoxicity assay from 

Cayman Chemical Europe). Neither the vehicles nor the compounds used in this work altered the 

viability of LMs. All wells were run in duplicate. After 24 hrs of incubation, LM supernatants 

were collected, stored at - 20°C and subsequently assayed for cytokines. 

Cytokine measurements 

Cytokine levels in the culture supernatants were measured with specific ELISAs (the Duoset 

Development System from R&D Systems), according to the manufacturer’s instructions. The 

supernatants were diluted with RPMI medium as appropriate and the optical density was 

determined at 450 nm with an MRX II microplate reader (Dynex Technologies, Saint-Cloud, 

France). Cytokine concentrations are expressed as pg per 10
6 

LMs. The detection limits of these 

assays were 4 pg.mL
-1

 for CCL3, CCL13, CCL18, CCL22, 8 pg.mL
-1

for TNF-α, CCL2, CCL4 

and 32 pg.mL
-1 

for CXCL1, CXCL8 and CXCL10. 

Data analysis and statistical procedures 

Data are expressed as the mean  the standard error of the mean (SEM) from experiments 
performed with LMs obtained from n patients. The concentration-effect curves were analyzed 

using GraphPad Prism
® 

software (version 5.01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

The relative expression of mRNAs was calculated according to the 2
(-∆Ct)

 method (Livak et al., 

2001). Statistical analysis of mRNA expression levels was performed with a paired or unpaired t-

test, as appropriate. Other analyses were performed with a one-way, repeated-measures analysis 

of variance followed by Bonferroni’s post-tests. The threshold for statistical significance was 

defined as p < 0.05. 



Travaux de recherche 

 

RESULTS 

Expression of 15-LOX isoenzyme transcripts and other enzymes of the eicosanoid 

pathways in polarized human LMs. 

We investigated the expression and regulation of ALOX15 (15-LOX-1) and ALOX15B (15-LOX-

2) transcripts in human LMs in the presence of absence of LPS, IL-4 or IL-13. In unstimulated 

macrophages, the ALOX15B transcript was expressed at a higher level than the ALOX15 

transcript (Figure 1 A). 

 

 

Figure 1. mRNA expression of ALOX15, ALOX15B, ALOX5, ALOX5AP, PTGS1 and PTGS2 

in polarized human LMs. Lung macrophages were incubated with LPS (10 ng.mL
-1

), IL-4 (10 

ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

) for 24 hrs. Levels of ALOX15, ALOX15B, ALOX5, ALOX5AP, 

PTGS1 and PTGS2 transcripts were determined by RT-qPCR and normalized against the 

expression of a housekeeping gene (HPRT1). Data correspond to the mean ± SEM of three to six 

independent experiments. * indicates a significant difference relative to the baseline condition 

(*p<0.05, **p<0.01). 

Quantitative analysis revealed that a 24-hr incubation with IL-4 and IL-13 was associated with 

greater expression of ALOX15 transcripts (but not ALOX15B transcripts) in LMs. Conversely, 

incubation with LPS was associated with greater expression of ALOX15B transcripts but not 

ALOX15 transcripts (Figure 1A).  

We also investigated the mRNA expression of other enzymes in eicosanoid pathways in human 

LMs. Unstimulated macrophages expressed transcripts of ALOX5, ALOX5AP, PTGS1 and 

PTGS2 (Figure 1B and 1C). Exposure to LPS was associated with greater mRNA expression of 

PTGS2 but did not alter expression of ALOX5, ALOX5AP and PTGS1 (Figure 1B and 1C). 

Stimulation with IL-4 did not alter the expression of ALOX5, ALOX5AP, PTGS1 and PTGS2. 

However, exposure of LMs to IL-13 was associated with lower mRNA expression of ALOX5, 

ALOX5AP and PTGS2 but did not alter expression of PTGS1 (Figure 1B and 1C). Transcripts of 

ALOX12 were not detected under any conditions (data not shown). 

In order to assess the relationship between the upregulation of ALOX15B transcripts (by LPS) 

and ALOX15 transcripts (by IL-4 and IL-13) on one hand and the activity of the 15-LOXs on the 

other, we measured the production of the arachidonic acid metabolite 15(S)-HETE produced by 

both 15-LOX-1 and 15-LOX-2. Exposure to LPS was associated with greater 15(S)-HETE 

production by LMs. This relative increase was abrogated by the presence of PD146176. 

Incubation with IL-4 was not associated with greater 15(S)-HETE production (Table 1). 
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Table 1. 15-LOX activity in polarized human LMs 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence of PD146176 prior to the 

addition of LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-4 (10 ng.mL
-1

). 15(S)-HETE levels were determined in the 

LM culture supernatants collected after 24 hrs of incubation. The data are reported as the mean 
± SEM of seven independent experiments. 

# 
indicates a significant difference relative to the 

baseline condition (
##

p<0.01).* indicates a significant difference relative to the LPS condition 

(**p< 0.01). 

 

Inhibition of 15-LOX activity by PD146176 reduces the release of both M1 and M2 

chemokines by human LMs. 

Effects of LPS, IL-4 and IL-13 on the production of M1 and M2 cytokines by LMs 

Incubation with LPS was associated with significant greater production of the M1 chemokines 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10 (Table 2). 

 

Table 2. Inhibitory effect of PD146176 on the LPS-induced release of M1 chemokines in 

human LMs. 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence (the baseline condition) 

PD146176 (1-10 µM) or vehicle before being stimulated with LPS (10 ng.mL
-1

) for 24 hrs. The 

concentrations of the chemokines in culture supernatants were measured in ELISAs. The data 

are reported as the mean ± SEM of six to ten independent experiments. 
# 

indicates a significant 

 
Baseline PD 10µM LPS only LPS+PD 10µM IL-4 only IL-4+PD 10µM 

15-HETE 

(pg/106 LMs) 
176 ± 47 167 ± 38  420 ± 95 ## 191 ± 15 ** 183 ± 34 222 ± 39  

Cytokines (ng/106 LMs) Baseline LPS only PD 1µM + LPS PD 10µM + LPS 

CCL2 

 

1.50 ± 0. 58 

n=8 

17.57 ± 3.49 ## 

n=8 

21.05 ± 4.50 

n=8 

9.13 ± 3.66 * 

n=8 

CCL3 

 

0.95 ± 0.40 

n=6 

233.38 ± 24.88 ### 

n=6 

230.71 ±27.45 

n=6 

164.45 ± 14.96 * 

n=6 

CCL4 

 

1.67 ± 0.17 

n=10 

353.26 ± 42.85 ## 

n=10 

319.16 ± 38.10 

n=10 

236.25 ± 48.50 *** 

n=10 

CXCL1 

 

0.19 ± 0.06 

n=7 

208.17 ± 28.68 ### 

n=7 

190.02 ± 21.01 

n=7 

95.20 ± 26.88 ** 

n=7 

CXCL8 

 

12.24 ± 2.77 

n=6 

920.67 ± 182.02 ## 

n=6 

949.28 ± 162.56 

n=6 

491.97 ± 138.92 ** 

n=6 

CXCL10 

 

0 (LD) 

n=6 

11.90 ± 4.62 # 

n=6 

ND 

n=0 

5.23 ± 2.44 * 

n=6 
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difference relative to the baseline condition (
#
p<0.05; 

##
p<0.01; 

###
p<0.001) and * indicates a 

significant difference relative to LPS alone (*p< 0.05;**p< 0.01;***p< 0.001). Data for the 

vehicle is not shown because 0.1% DMSO had no effect on cytokine production. 

Incubation with IL-4 or IL-13 was associated with significantly greater production of M2 

cytokines (CCL13 and CCL22), whereas the production of CCL18 was unchanged (Table 3). 

 

Table 3. Inhibitory effect of PD146176 on the IL-4- and IL-13-induced release of M2 

chemokines in human LMs. 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence (the baseline condition) 

of PD146176 (1-10 µM) or vehicle before being stimulated with (IL-4 10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 

ng.mL
-1

) for 24 hrs. The concentrations of chemokines in the culture supernatants were 

measured in ELISAs. The data are reported as the mean ± SEM of six to nine independent 

experiments. 
# 

indicates a significant difference relative to the baseline condition (
#
p<0.05; 

##
p<0.01) and * indicates a significant difference relative to IL-4 or IL-13 (*p< 0.05; **p< 

0.01). Data for the vehicle is not shown because 0.1% DMSO had no effect on cytokine 

production. 

 

 

Effect of 15-LOX inhibition on the production of M1 and M2 cytokines by LMs 

Since ALOX15 and ALOX15B were expressed in human LMs and were respectively up-regulated 

by IL-4/IL-13 and LPS, we next assessed the effect of a 15-LOX inhibitor (PD146176, with 

activity against 15-LOX-1 and 15-LOX-2) on the LPS-induced M1 cytokines and the IL-4/IL-

13-induced M2 cytokines. Inhibition of 15-LOX isoenzymes by 10 µM PD146176 was 

   With IL-4 

Cytokines (ng/106LMs) Baseline IL-4 only PD 1µM PD 10µM 

CCL13 

 

0.04 ± 0.01 

n=6 

0.23 ± 0.06 # 

n=6 

0.025 ± 0.08 

n=6 

0.09 ± 0.04** 

n=6 

CCL18 

 

96.02 ± 22.41 

n=7 

101.73 ± 16.75 

n=7 

99.69 ± 22.79 

n=7 

59.32 ± 20.17 * 

n=7 

CCL22 

 

1.12 ± 0.30 

n=9 

4.73 ± 1.00 # # 

n=9 

5.93 ± 1.22 

n=9 

2.27 ± 0.63 * 

n=9 

   With IL-13 

Cytokine Baseline IL-13 only PD 1µM PD 10µM 

CCL13 

 

0.04 ± 0.01 

n=6 

0.56 ± 0.14# 

n=6 

0.40 ± 0.17 

n=6 

0.18 ± 0.10 ** 

n=6 

CCL18 

 

91.68 ± 23.00 

n=7 

112.97 ± 19.05 

n=7 

118.31 ± 22.02 

n=7 

78.96 ± 22.83 

n=7 

CCL22 

 

1.12 ± 0.3 

n=9 

4.75 ± 1.18 ## 

n=9 

5.42 ± 1.10 

n=9 

3.37 ± 0.88 * 

n=9 
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associated with lower LPS-induced production of the M1 chemokines CCL2, CCL3, CCL4, 

CXCL1, CXCL8 and CXCL10, with relative reductions of 48%, 29%, 33%, 54%, 46% and 56%, 

respectively (Table 2). Similarly, levels of the IL-4- and IL-13-induced M2 chemokines CCL13, 

CCL22 and CCL18 (at least with IL-4) were significantly lower in the presence of 10 µM 

PD146176, with relative reductions of 58%, 37% and 52% with IL-4 and 67%, 28% and 29% 

with IL-13, respectively (Table 3). Lastly, TNF-α secretion was not significantly lower (relative 

reduction: 6%) after incubation with PD146176 (Table 4). 

 

Table 4. The inhibitory effect of PD146176, indomethacin and MK 886 on the LPS-induced 

release of TNF-α in human LMs. 

 

Lung macrophages were exposed to medium alone (the baseline condition) or medium 

supplemented with indomethacin (1 µM) or MK 886 (1 µM) or vehicles for 30 min before being 

pre-incubated for 1 hr with PD146176 (10 µM) or vehicle prior to stimulation with LPS (10 

ng.mL
-1

). Levels of TNF-α in the culture supernatant were determined after 24 hrs of incubation. 

Data are reported as the mean ± SEM of four independent experiments. 
# 

indicates a significant 

difference relative to the baseline condition (
##

p<0.01), 
+ 

indicates a significant difference 

relative to LPS alone (
++

p< 0.01) and * indicates a significant difference relative to the 

corresponding controls (**p< 0.01). Data for the vehicle is not shown because 0.12% DMSO 

had no effect on cytokine production. 

 

In unstimulated LMs, PD146176 did not modulate the production of the M1 chemokines (CCL2, 

CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10), M2 chemokines (CCL13, CCL18 and CCL22) or 

TNF-α.  

 

Validation of the 15-LOX pathway’s specific involvement in the production of M1 and M2 

cytokines by LMs. 

The ALOX5, ALOX5AP, PTGS1 and PTGS2 genes are expressed and modulated in polarized 

human LMs and share a common substrate (arachidonic acid) with ALOX15 and ALOX15B. We 

hypothesized that inhibition of 15-LOXs with PD146176 might deviate the arachidonic acid 

towards other eicosanoid pathways. To ascertain the role of the 15-LOX pathway, human LMs 

were pretreated with an inhibitor of 5-lipoxygenase-activating protein (MK 886) and a non-

selective COX inhibitor (indomethacin) before addition of the 15-LOX inhibitor (PD146176). 

Neither indomethacin nor MK 886 (whether added alone or together) was associated with 

differences in the production of M1 and M2 cytokines (other than CXCL8) and TNF-α. 

Production of CXCL8 was lower after incubation with indomethacin alone and with 

 
  

 + Indomethacin 1 µM + MK 886 1 µM 
+ Indomethacin 1 µM 

+ MK 886 1 µM 

Cytokine 

 (ng per 

106LMs) 

Basal PD 10 µM LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

 

TNF-α 

 

 

0.20 ± 0.05 

 

0.18 ± 0.07 

 

 

 

19.7 ± 6.2 

## 

 

18.2 ± 5.5 

 

 

 

31.1± 9 

++ 

 

 

18 ± 5.5 

** 

 

17.3 ± 5.6 

 

 

 

20.1 ± 6.5 

 

 

 

31.5 ± 9.3 

++ 

 

 

19.2 ± 4.5 

** 
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indomethacin + MK 886 (Figure 2E). However, TNF-α production was higher with 

indomethacin alone and with indomethacin + MK 886 (Table 4). Inhibition of the production of 

M1 chemokines (CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1 and CXCL10) and M2 chemokines (CCL13, 

CCL18 and CCL22) by PD146176 was maintained in presence of indomethacin and MK 886 

(whether added alone or together) (Figures 2A to 2F and 3A to 3F). PD146176 still inhibited 

CXCL8 production when the LMs were pre-treated with indomethacin (Figure 2E) or MK 886 

alone. However, the inhibitory effect of PD146176 on CXCL8 production was not observed 

when LM was incubated with indomethacin and MK 886 together (Figure 2E). Inhibition of 

COXs by indomethacin revealed the inhibitory effect of PD146176 on LPS-induced TNF-α 

production (Table 4). 

 

 

Figure 2. The roles of indomethacin and MK 886 in the suppression of LPS-induced M1 

chemokine release from human LMs by PD146176. Human LMs were exposed to medium 

alone (the baseline condition) or medium supplemented with indomethacin (1 µM), MK 886 (1 

µM) or vehicles for 30 min before being pre-incubated for 1 hrs with PD146176 (10 µM) or 

vehicle. The cells were then stimulated with LPS (10 ng.mL
-1

). M1 chemokine release was 

determined in culture supernatants after 24 hrs of incubation time. Data are reported as the 

mean ± SEM of five to seven independent experiments. 
* 
indicates a significant difference relative 
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to the corresponding controls (
*
p<0.05; 

**
p<0.01; 

***
p<0.001) and 

+ 
indicates a significant 

difference relative to LPS (
+
p<0.05, 

++
p<0.01). Data for the vehicle is not shown because 0.12% 

DMSO had no effect on cytokine production. 

 

 

Figure 3. The roles of indomethacin and MK 886 in the suppression of IL-4- or IL-13-

induced M2 chemokine release from human LMs by PD146176. Human LMs were exposed 

to medium alone (the baseline condition)) or medium supplemented with indomethacin (1 µM), 

MK 886 (1 µM) or vehicles for 30 min before being pre-incubated for 1 hrs with PD146176 (10 

µM) or vehicle. The cells were then stimulated with IL-4 (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

). M2 

chemokine release was determined in culture supernatants collected after 24 hrs of incubation 

time. Data are reported as the mean ± SEM of five to seven independent experiments. 
* 

indicates 

a significant difference relative to the corresponding controls (
*
p<0.05; 

**
p<0.01; 

***
p<0.001). 

Data for the vehicle is not shown because 0.12% DMSO had no effect on cytokine production. 
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

Our results demonstrate that ALOX15 and ALOX15B transcripts are expressed in human LMs 

and are up-regulated by IL-4/IL-13 and by LPS, respectively. The inhibition of 15-LOX by 

PD146176 was associated with reductions in the LPS-induced release of the M1 cytokines 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10 and the IL-4/IL-13-induced release of the 

M2 cytokines CCL13, CCL18 and CCL22. This observation suggests that the 15-LOXs have a 

modulatory role in the polarization of human LMs.  

In human blood monocytes, IL-4 and IL-13 strongly up-regulate the expression of ALOX15 

(Chaitidis et al., 2005). During the in vitro differentiation of human monocytes to macrophages, 

markedly greater ALOX15B expression has been reported, whereas ALOX15 and ALOX12 

expression remained low (Wuest et al., 2012). ALOX15B was also found to be strongly 

expressed in unstimulated human LMs (the present study). The stimulation of human MDMs 

with the two canonical Th2 cytokines was associated with greater expression of ALOX15B, 

whereas greater ALOX15 expression was observed with IL-4 and (to a much lesser degree) IL-13 

(Wuest et al., 2012). In contrast, IL-4 and IL-13 were only associated with greater ALOX15 

expression in human LMs. Incubation with LPS is thus associated with greater expression of 

ALOX15B in both human MDMs (Wuest et al., 2012) and human LMs (the present study). Our 

data suggest that M1 polarization of human LMs led specifically to the expression of ALOX15B, 

whereas M2 polarization led to the expression of ALOX15. 

In transfected human HEK-293T cells overexpressing 15-LOXs, (i) 15-LOX-2 was the principal 

15-LOX and was associated with significant production of 15-HETE, and (ii) 15-LOX-1-

mediated production of 15-HETE was not significant (Gregus et al., 2013). The enzymatic 

activity of 15-LOX-1 is rapidly auto-inactivated during the conversion of arachidonic acid into 

15-HETE, whereas 15-LOX-2 is enzymatically active for a longer period (Kilty et al., 1999). 

This difference probably explains the greater production of 15-HETE observed after stimulation 

with LPS but not with IL-4 or IL-13. However, stimulation of permeabilized human alveolar 

macrophages with IL-4 and exogenous arachidonic acid is associated with greater production of 

15-HETE (Levy et al., 1993). 

The overexpression of 15-LOX-2 in macrophages derived from human monocyte THP-1 cells 

was associated with greater CXCL10 and CCL2 production (Danielsson et al., 2008). 

Conversely, knockdown of ALOX15B expression in human MDMs was associated with lower 

spontaneous production of CXCL8 (Magnusson et al., 2012) and lower hypoxia-induced 

production of CXCL10, whereas levels of CCL2, CCL5 and CXCL8 did not vary (Danielsson et 

al., 2008). In the present study in human LMs, inhibition of the two 15-LOX isoenzymes by 

PD146176 was associated with marked inhibition of the production of LPS-induced M1 

chemokines (including CCL2, CCL5, CXCL8 and CXCL10) and the production of IL-4/IL-13-

induced M2 cytokines - suggesting the involvement of the 15-LOXs-pathways. Involvement of 

the 12-LOX-pathway can be ruled out, since human macrophages do not express 12-LOX (the 

present study and Wuest et al., 2012). Arachidonic acid is a common substrate for lipoxygenases 

and cyclooxygenases. Hence, inhibition of 15-LOX by PD146176 can cause the shunting of 

arachidonic acid metabolism to the 5-LOX- and PTGS1/2-pathways, with a potential increase in 

the levels of associated eicosanoids (e.g. prostaglandins E2 and I2, and cysteinyl leukotrienes). In 

turn, these eicosanoids can modulate chemokine production in monocytes and macrophages 

(Hashimoto et al., 2009; Ichiyama et al., 2009; Kuo et al., 2011; Buenestado et al., 2012; Tsai et 

al., 2014). Furthermore, 15-HETE can be also produced via cyclooxygenase-dependent 

pathways (Levy et al., 1993). Since (i) human LMs expressed the 5-LOX- and PTGS1/2-

pathways, (ii) LPS was primarily associated with greater PTGS2 expression, and (iii) IL-13 was 
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associated with lower expression of PTGS2, ALOX5 and ALOX5AP, we decided to ascertain the 

role of the 15-LOX pathways in the LPS- and IL-4/IL-13-induced production of M1 and M2 

chemokines by assessing the effect of 15-LOX inhibition by PD146176 after blockade of the 5-

LOX- and PTGS1/2-pathways. Our results confirmed that 15-LOX has a regulatory role in the 

production of M1 chemokines (CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and CXCL10) and M2 

chemokines (CCL13, CCL18 and CCL22).  

The 15-LOX pathway is a major metabolic pathway for arachidonic acid in human lung 

homogenates and airway epithelial cells. In human bronchial epithelial cells, both 15-LOX 

isoforms are present and are expressed even more strongly in patients with severe asthma 

(Brown et al., 2001; Zhao et al., 2002; Gras et al., 2012; Jakiela et al., 2013; Mabalirajan et al., 

2013). Exposure of human bronchial epithelial cells to IL-4 or IL-13 is associated with greater 

expression of ALOX15 but not ALOX15B (Brown et al., 2001; Jakiela et al., 2013), as observed 

in human LMs in the present study. In the work on bronchial epithelial cells, the induction of 

ALOX15 expression by Th2 cytokines was associated with greater expression of two chemokines 

(CCL24 and CCL26). In the A549 epithelial alveolar cell line, the expression of chemokines 

(CCL3, CCL4, CCL5, CCL20, CXCL3, CXCL10, CXCL11, and CX3CL1) was upregulated by 

15-LOX-1 overexpression and downregulated by inhibition of 15-LOX-1 activity (Liu et al., 

2009). Taken as a whole, these data show that 15-LOXs are involved in the regulation of 

chemokine expression by both human LMs (present study) and airway epithelial cells. 

Conversely, inhibition of 15-LOXs did not alter LPS-induced TNF- production in human LMs, 

as previously shown in thioglycollate-elicited peritoneal murine macrophages (Middleton et al., 

2006).We and others have previously reported that LPS-induced release of TNF- was potently 
inhibited by PGE2 and PGI2 (Raychaudhuri et al., 2002; Aronoff et al., 2007; Ratcliffe et al., 

2007; Buenestado et al., 2012), and we have previously shown that substantial amounts of PGE2 

and 6-ketoPGF1 accumulated in culture supernatants of human LMs exposed to LPS 

(Buenestado et al., 2012). Inhibition of prostanoid synthesis with indomethacin not only 

increases the LPS-induced production of TNF- (the present study, and as also shown with 
alveolar macrophages (Hempel et al., 1996)) by eliminating the predominant downregulatory 

role of prostaglandins but also reveals the inhibitory effect of PD146176 and the role of the 15-

LOXs. 

Furthermore, our results indicate that inhibition of the 5-LOX pathway had no effect on M1 and 

M2 chemokine production by human LMs; this fits with similar results in human alveolar 

macrophages for CXCL8 (Parkar et al., 1990) and on human peritoneal macrophages for the pro-

inflammatory cytokines IL-1 and IL-6 (Pruimboom et al., 1994).  

In conclusion, the in vitro polarization of human LMs towards M1 or M2 activation states is 

associated with greater expression of ALOX15B and ALOX15, respectively. Specific inhibition of 

the 15-LOXs was associated with lower production of M1 and M2 chemokines. These results in 

LMs suggest that the 15-LOX pathways have a role in the pathogenesis of inflammatory lung 

disorders and thus constitute a potential drug target.  
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Table 1. 15-LOX activity in polarized human LMs 

 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence of PD146176 prior to 

the addition of LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-4 (10 ng.mL
-1

). 15(S)-HETE levels were determined in 

the LM culture supernatants collected after 24 hrs of incubation. The data are reported as the 

mean ± SEM of seven independent experiments. 
# 

indicates a significant difference relative to 

the baseline condition (
##

p<0.01).* indicates a significant difference relative to the LPS 

condition (**p< 0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Baseline PD 10µM LPS only LPS+PD 10µM IL-4 only IL-4+PD 10µM 

15-HETE 

(pg/106 LMs) 
176 ± 47 167 ± 38  420 ± 95 ## 191 ± 15 ** 183 ± 34 222 ± 39  



Travaux de recherche 

 

Table 2. Inhibitory effect of PD146176 on the LPS-induced release of M1 chemokines in 

human LMs. 

 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence (the baseline 

condition) PD146176 (1-10 µM) or vehicle before being stimulated with LPS (10 ng.mL
-1

) for 

24 hrs. The concentrations of the chemokines in culture supernatants were measured in 

ELISAs. The data are reported as the mean ± SEM of six to ten independent experiments. 
# 

indicates a significant difference relative to the baseline condition (
#
p<0.05; 

##
p<0.01; 

###
p<0.001) and * indicates a significant difference relative to LPS alone (*p< 0.05;**p< 

0.01;***p< 0.001). Data for the vehicle is not shown because 0.1% DMSO had no effect on 

cytokine production. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cytokines (pg/106 LMs) Baseline LPS only PD 1µM + LPS PD 10µM + LPS 

CCL2 1503 ± 577 17568 ± 3492 ## 21050 ± 4504 9134 ± 3656 * 

CCL3 948 ± 384 233376 ± 24885 ### 230714 ±27451 164450 ± 14961 * 

CCL4 1668 ± 167 353261 ± 42849 ## 319162 ± 38097 236255 ± 48500 *** 

CXCL1 193 ± 56 208169 ± 28678 ### 190022 ± 21010 95204 ± 26885 ** 

CXCL8 12242 ± 2772 920671 ± 182020 ## 949280 ± 162563 491975 ± 138923 ** 

CXCL10 0 (LD) 11908 ± 4621 # ND 5234 ± 2442 * 
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Table 3. Inhibitory effect of PD146176 on the IL-4- and IL-13-induced release of M2 

chemokines in human LMs. 

 

Lung macrophages were incubated for 1 hr in the presence or absence (the baseline 

condition) of PD146176 (1-10 µM) or vehicle before being stimulated with (IL-4 10 ng.mL
-1

) 

or IL-13 (50 ng.mL
-1

) for 24 hrs. The concentrations of chemokines in the culture 

supernatants were measured in ELISAs. The data are reported as the mean ± SEM of five to 

eight independent experiments. 
# 

indicates a significant difference relative to the baseline 

condition (
#
p<0.05; 

##
p<0.01) and * indicates a significant difference relative to IL-4 or IL-

13 (*p< 0.05; **p< 0.01). Data for the vehicle is not shown because 0.1% DMSO had no 

effect on cytokine production. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  With IL-4 

Cytokines (pg/106LMs) Baseline IL-4 only PD 1µM PD 10µM 

CCL13 38 ± 11 227 ± 56 # 250 ± 78 95 ± 39** 

CCL18 96023 ± 22410 101703 ± 16752 99691 ± 22787 59323 ± 20166 * 

CCL22 1122 ± 298 4733 ± 1002 # # 5931 ± 1217 2271 ± 630 * 

   With IL-13 

Cytokine Baseline IL-13 only PD 1µM PD 10µM 

CCL13 37 ± 11 561 ± 141# 402 ± 169 182 ± 106 ** 

CCL18 91678 ± 23001 112972 ± 19050 118311 ± 22022 78962 ± 22828 

CCL22 1122 ± 298 4748 ± 1182 ## 5420 ± 1097 3369 ± 876 * 
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Table 4. The inhibitory effect of PD146176, indomethacin and MK 886 on the LPS-

induced release of TNF-α in human LMs. 

 

 

Lung macrophages were exposed to medium alone (the baseline condition) or medium 

supplemented with indomethacin (1 µM) or MK 886 (1 µM) or vehicles for 30 min before 

being pre-incubated for 1 hr with PD146176 (10 µM) or vehicle prior to stimulation with LPS 
(10 ng.mL

-1
). Levels of TNF-α in the culture supernatant were determined after 24 hrs of 

incubation. Data are reported as the mean ± SEM of four independent experiments. 
# 

indicates a significant difference relative to the baseline condition (0.2 ± 0.05 ng per 10
6
 LMs 

(
##

p<0.01), 
+ 

indicates a significant difference relative to LPS alone (
++

p< 0.01) and * 

indicates a significant difference relative to the corresponding controls (**p< 0.01). Data for 

the vehicle is not shown because 0.12% DMSO had no effect on cytokine production. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  + Indomethacin 1 µM + MK 886 1 µM 
+ Indomethacin 1 µM 

+ MK 886 1 µM 

Cytokine 

 (ng per 

106LMs) 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

LPS 

 

LPS + 

PD 10 µM 

 

TNF-α 

 

 

19.7 ± 6.2 

## 

 

18.2 ± 5.5 

 

 

 

31.1± 9 

++ 

 

 

18 ± 5.5 

** 

 

17.3 ± 5.6 

 

 

 

20.1 ± 6.5 

 

 

 

31.5 ± 9.3 

++ 

 

 

19.2 ± 4.5 

** 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. mRNA expression of ALOX15, ALOX15B, ALOX5, ALOX5AP, PTGS1 and 

PTGS2 in polarized human LMs. Lung macrophages were incubated with LPS (10 ng.mL
-

1
), IL-4 (10 ng.mL

-1
) or IL-13 (50 ng.mL

-1
) for 24 hrs. Levels of ALOX15, ALOX15B, ALOX5, 

ALOX5AP, PTGS1 and PTGS2 transcripts were determined by RT-qPCR and normalized 

against the expression of a housekeeping gene (HPRT1). Data correspond to the mean ± SEM 

of three to six independent experiments. * indicates a significant difference relative to the 

baseline condition (*p<0.05, **p<0.01). 

Figure 2. The roles of indomethacin and MK 886 in the suppression of LPS-induced M1 

chemokine release from human LMs by PD146176. Human LMs were exposed to medium 

alone (the baseline condition) or medium supplemented with indomethacin (1 µM), MK 886 

(1 µM) or vehicles for 30 min before being pre-incubated for 1 hrs with PD146176 (10 µM) 

or vehicle. The cells were then stimulated with LPS (10 ng.mL
-1

). M1 chemokine release was 

determined in culture supernatants after 24 hrs of incubation time. Data are reported as the 

mean ± SEM of five to seven independent experiments. 
* 

indicates a significant difference 

relative to the corresponding controls (
*
p<0.05; 

**
p<0.01; 

***
p<0.001) and 

+ 
indicates a 

significant difference relative to LPS (
+
p<0.05, 

++
p<0.01). Data for the vehicle is not shown 

because 0.12% DMSO had no effect on cytokine production. 

Figure 3. The roles of indomethacin and MK 886 in the suppression of IL-4- or IL-13-

induced M2 chemokine release from human LMs by PD146176. Human LMs were 

exposed to medium alone (the baseline condition)) or medium supplemented with 

indomethacin (1 µM), MK 886 (1 µM) or vehicles for 30 min before being pre-incubated for 1 

hrs with PD146176 (10 µM) or vehicle. The cells were then stimulated with IL-4 (10 ng.mL
-1

) 

or IL-13 (50 ng.mL
-1

). M2 chemokine release was determined in culture supernatants 

collected after 24 hrs of incubation time. Data are reported as the mean ± SEM of five to 

seven independent experiments. 
* 

indicates a significant difference relative to the 

corresponding controls (
*
p<0.05; 

**
p<0.01; 

***
p<0.001). Data for the vehicle is not shown 

because 0.12% DMSO had no effect on cytokine production. 
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FIGURES 

Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Résultats complémentaires  

Effet du NDGA, un inhibiteur des 15-lipoxygénases, sur la polarisation M1/M2a des 

macrophages pulmonaires 

 Nous avons évalué les effets d’un second inhibiteur des 15-lipoxygénases, le NDGA. 

Ce dernier est également un inhibiteur de la 12-lipoxygénase, mais qui n’est pas retrouvée 

exprimée par les macrophages pulmonaires humains. Les résultats montrent que le LPS induit 

une augmentation de la production des cytokines de type M1 (CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, 

CXCL8 et TNF-α) qui est significativement inhibée en présence de NDGA à la plus forte 

concentration de 10 µM (Figure 18). De même que la production des chimiokines M2a 

(CCL13, CCL18 et CCL22) induite par l’IL-4 et d’IL-13 est inhibée en présence de NDGA 

10 µM dans les macrophages pulmonaires humains (Figure 19). 

 

Figure 18 : Effet du NDGA sur la production des cytokines de type M1 induite par le LPS dans les 

macrophages pulmonaires humains 

 Les macrophages pulmonaires ont été exposés pendant 1h au NDGA 1 µM et 10 µM puis stimulés par 

le LPS (10 ng.mL-1) pendant 24h. Le dosage des cytokines dans les surnageants a été effectué par 

ELISA. Les données sont représentées en pg pour 106 cellules. Les résultats sont représentés sous 

forme de moyenne ± s.e.m de 4 à 9 expériences indépendantes et les statistiques ont été effectuées par 

la méthode ANOVA suivie du post-test de Bonferroni. * indique une différence significative avec le 

témoin (**p<0.01 ; ***p<0.005) et # indique une différence significative avec le LPS seul (# #p<0.01 ; 
# # #p<0.005). Les valeurs en pourcentage représentent le pourcentage d’inhibition de la production 

des cytokines M1 à la concentration la plus forte de NDGA 10 µM par rapport au témoin LPS.  
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Figure 19 : Effet du NDGA sur la production des cytokines de type M2a induite par l’IL-4 (A) et 

l’IL-13 (B) dans les macrophages pulmonaires humains 

Les macrophages pulmonaires ont été exposés pendant 1h au NDGA 1 µM et 10 µM puis stimulés par 

l’IL-4 (10 ng.mL-1) et l’IL-13 (50 ng.mL-1) pendant 24h. Le dosage des cytokines dans les surnageants 

de macrophages a été effectué par ELISA. Les données sont représentées en pg pour 106 cellules. Les 

résultats sont représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 5 à 8 expériences indépendantes et les 

statistiques ont été effectuées par la méthode ANOVA suivie du post-test de Bonferroni. * indique une 

différence significative avec le contrôle (*p<0.05 ; **p<0.01) et # indique une différence significative 

avec le l’IL-4 ou l’IL-13 (#p<0.05 ;  # #p<0.01 ; # # #p<0.005). Les valeurs en pourcentage représentent 

le pourcentage d’inhibition de la production des cytokines M2 à la concentration la plus forte de 

NDGA 10 µM par rapport au témoin IL-4 ou IL-13. 
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Rôle de chaque isoenzyme dans la polarisation des macrophages 

 Afin de déterminer le rôle de chaque isoenzyme, 15-LOX-1 et 15-LOX-2, dans la 

polarisation des macrophages pulmonaires, nous avons cherché à inhiber de manière 

spécifique ces deux isoenzymes afin d’évaluer leur rôle dans la modulation de la production 

des cytokines M1/M2 par les macrophages pulmonaires. L’absence d’inhibiteur enzymatique 

spécifique de la 15-LOX-1 et de la 15-LOX-2 nous a conduits à réaliser des études basées sur 

la transfection de siRNA dirigés spécifiquement contre le gène 15-LOX-1 ou 15-LOX-2. 

Cependant, les expériences de transfections de siRNA se sont révélées inefficaces sur 

l’expression de chaque gène d’intérêt (ALOX15 et ALOX15B) dans les macrophages 

pulmonaires humains (Données non présentées). 

Nous nous sommes ensuite intéressés au mécanisme d’action des 15-lipoxygénases sur 

l’inhibition de la production des cytokines. Les 15-lipoxygénase produisent de nombreux 

métabolites aux actions diverses. Les résultats de l’article 2 montrent que la stimulation des 

macrophages par le LPS augmente la production de 15(S)-HETE par les macrophages qui est 

inhibée en présence de PD 146176 (10 µM). Ces résultats laissent supposer que la 15(S)-

HETE pourrait jouer un rôle dans la production des cytokines de type M1 induite par le LPS. 

Ainsi, il nous a paru intéressant d’évaluer le rôle direct de la 15(S)-HETE sur la production 

des cytokines de type M1 dans les macrophages pulmonaires. L’exposition à 1 µM de 15(S)-

HETE pendant 1h, puis au LPS pendant 24h montre que si le LPS augmente la production de 

CCL4, l’ajout de 15(S)-HETE ne module pas la production de cette chimiokine (Figure 20).  
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Figure 20 : Effet de la 15(S)-HETE sur la production de CCL4 dans les macrophages pulmonaires 

humains stimulés par le LPS 

Les macrophages pulmonaires ont été exposés pendant 1h à la 15(S)-HETE (1 µM) puis stimulés par 

le LPS (10 ng.mL-1) pendant 24h. Le dosage des cytokines dans les surnageants de macrophages a été 

effectué par ELISA. Les données sont représentées en pg pour 106 cellules. Les résultats sont 

représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 3 expériences indépendantes et les statistiques ont été 

effectuées par la méthode ANOVA suivie du post-test de Bonferroni. * indique une différence 

significative avec le témoin (***p<0.001).  

 

L’absence de production de 15(S)-HETE par les macrophages pulmonaires humains stimulés 

par l’IL-4 peut s’expliquer par la courte demi-vie biologique de la 15-LOX-1 mais peut aussi 

correspondre à la synthèse d’autres métabolites. En effet, la littérature décrit que la 15-LOX-1 

produit du 13(S)-HODE à partir du catabolisme de l’acide linoléique (Kuhn et al., 1993; Kilty 

et al., 1999), impliqué dans des processus pro-inflammatoires (Natarajan et al., 2001; Dobrian 

et al., 2011). Cependant, nos résultats montrent que si les macrophages pulmonaires 

produisent de la 13(S)-HODE, la polarisation M1 par le LPS et surtout M2a par l’IL-4 et l’IL-

13 ne module pas sa production (Figure 21). 
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Figure 21 : Dosage de la 13(S)-HODE dans les surnageants de macrophages pulmonaires humains 

Les macrophages pulmonaires ont été exposés ou non pendant 1h au PD 146176 (10 µM) puis 

stimulés par le LPS (10 ng.mL-1), l’IL-4 (10 ng.mL-1) et l’IL-13 (50 ng.mL-1) pendant 24h. Le dosage 

de la 13(S)-HODE dans les surnageants de macrophages a été effectué par EIA. Les données sont 

représentées en ng pour 106 cellules. Les résultats sont représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 

5 expériences indépendantes. 
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Discussion 

 Nos travaux ont montré que la polarisation M1 et M2a des macrophages pulmonaires 

humains régule différentiellement l’expression des deux isoformes de la 15-lipoxygénase. 

Nous avons mis en évidence que les deux isoformes de la 15-lipoxygénase sont exprimés par 

les macrophages pulmonaires humains. La polarisation M1 des macrophages par le LPS 

augmente l’expression de la 15-LOX-2 alors que la polarisation M2a des macrophages par 

l’IL-4 et l’IL-13 augmente l’expression de la 15-LOX-1. L’inhibition spécifique des deux 

isoformes par le PD 146176, un inhibiteur non sélectif des deux isoformes, a montré une 

diminution significative de la production des cytokines M1 pro-inflammatoires (CCL2, 

CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 et CXCL10) induite par le LPS et des cytokines M2a 

immunorégulatrices (CCL13, CCL18, CCL22) induite par l’IL4 et l’IL-13. Cette inhibition 

spécifique de la production des cytokines par les 15-lipoxygénases a été confirmée par 

l’utilisation d’inhibiteurs des cyclooxygénases et des 5-lipoxygénases. Nos résultats ont 

également montré que le LPS augmente la production de 15(S)-HETE qui est inhibée en 

présence du PD146176, laissant suggérer un rôle régulateur de ce métabolite dans la 

production des cytokines M1 via la 15-LOX-2. 

Cette démonstration de la régulation de la production des cytokines M1/M2a par les 15-

lipoxygénases a été renforcée par l’utilisation d’un second inhibiteur, le NDGA. Nos résultats 

ont montré que le NDGA inhibe la production des cytokines M1 induite par le LPS (TNF-α, 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8) et des cytokines M2a induite par l’IL-4 et l’IL-13 

(CCL13, CCL18, CCL22). Cette inhibition de la production des cytokines est spécifique des 

15-lipoxygénases et ne peut impliquer la voie des 12-lipoxygénases car les macrophages 

pulmonaires humains n’expriment pas cette enzyme contrairement aux macrophages dérivés 

de monocytea humains (Wuest et al., 2012). 

L’étude du rôle spécifique de chaque isoforme dans la régulation de la production des 

cytokines M1 et M2a n’a pu aboutir. En effet, par manque d'outils pharmacologique adaptés 

comme des inhibiteurs spécifiques de chaque isoformes, nous avons utilisé une méthode de 

transfection de siARN par nucléofection afin d'inhiber de manière spécifique l'expression du 

gène codant pour la 15-LOX-1 (ALOX15) et la 15-LOX-2 (ALOX15B). Malheureusement, la 

transfection des macrophages pulmonaires n'a pas abouti à une inhibition de l'expression des 

gènes cibles. Cette inefficacité de la transfection pourrait résulter d’une dégradation du siRNA 

via le processus de phagocytose des macrophages. Cependant, afin de comprendre par quels 

mécanismes, ces deux isoformes régulent la production des cytokines M1 et M2a, nous avons 
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étudié le rôle de leurs métabolites respectifs. Nous avons montré au sein de l’article 2 que la 

production de 15(S)-HETE est augmentée en présence de LPS et diminuée en présence du PD 

146176 dans les macrophages pulmonaires humains polarisés M1. Cependant, l’apport 

exogène de 15(S)-HETE n’a pas montré de modulation de la production des cytokines de type 

M1 par la 15(S)-HETE. Des résultats similaires ont été obtenus dans une lignée de cellules 

épithéliales A549 (Liu et al., 2009). Ces observations suggèrent que d’autres intermédiaires 

pourraient participer à la régulation de la production des cytokines M1. Dans un modèle de 

microgliocytes murins, l’inhibition de la 15-lipoxygénase par le PD 146176 augmente 

l’expression de PPARβ/δ qui est corrélée à une diminution des cytokines pro-inflammatoires 

via l’inhibition du facteur de transcription NF-κB (Xu et al., 2013a). Dans les macrophages 

alvéolaires murins, l’induction de l’expression de PPARβ/δ inhibe la production de cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β et IL-6) (Wang et al., 2014). Ainsi, les 15-lipoxygénases 

pourraient agir sur l’expression des PPAR pour réguler la production des cytokines. 

Dans la polarisation M2a des macrophages pulmonaires, aucune modulation de la production 

de 15(S)-HETE n'a été observée, suggérant que seule la 15-LOX-2 est impliquée dans la 

production de ce métabolite. En effet, les travaux de Gregus et al., 2013, montrent que la 

15(S)-HETE est majoritairement produite par la 15-LOX-2 (Gregus et al., 2013). L’absence 

de régulation de la production de 15(S)-HETE par l’IL-4 pourrait s’expliquer par le fait que la 

15-LOX-1 serait essentiellement impliquée dans la production d’un autre métabolite, la 13(S)-

HODE à partir de l'acide linoléique (Kuhn et al., 1993). Ainsi, nous avons dosé la production 

de 13(S)-HODE dans les macrophages pulmonaires humains polarisés M1 par le LPS et M2a 

par l'IL-4 et l'IL-13. Nos résultats ont montré que les macrophages pulmonaires humains 

produisent de la 13(S)-HODE mais aucune variation de sa production n’est observée au cours 

de la polarisation M1/M2a de ces cellules. L'activité enzymatique de la 15-LOX-1 est 

rapidement inactivée comparée à celle de la 15-lipoxygénase-2 (Kilty et al., 1999). Ces 

observations peuvent contribuer à expliquer l'absence de production de 15(S)-HETE et de 

13(S)-HODE associée à une augmentation de l’expression de la 15-LOX-1. 

Dans la littérature, la 15-lipoxygénase agirait au niveau transcriptionnel (Liu et al., 2009). 

Afin de déterminer si la modulation de la production des cytokines dans les macrophages 

pulmonaires humains est un phénomène transcriptionnel, nous avons regardé par RT-qPCR, le 

niveau d’expression des cytokines M1 et M2a en présence du PD 146176 dans les 

macrophages pulmonaires stimulés par le LPS et l’IL-4 pendant 24 heures. Les résultats 

obtenus sur cinq expériences indépendantes n’ont pas montré de modulation de l’expression 
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des transcrits cytokiniques M1/M2 (Données non présentées). Ces résultats suggèrent que les 

effets régulateurs du PD 146176 sur la production des cytokines M1 et M2a se situe au niveau 

post-transcriptionnel ou que l’étude des transcrits à 24 heures n’a pas permis de révéler l’effet 

transcriptionnel attendu. Il serait donc pertinent de regarder les effets du PD 146176 sur les 

transcrits des cytokines à un temps plus court que 24 heures d’incubation.  
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Introduction 

 La polarisation des macrophages en phénotype M1 ou M2a est un processus transitoire 

et très complexe. Un déséquilibre de la balance M1/M2 peut participer au développement de 

certaines pathologies infectieuses et pulmonaires. L’étude des voies de régulation de la 

polarisation des macrophages est donc importante pour mieux comprendre les mécanismes 

qui pourraient être impliqués dans la dérégulation de la polarisation des macrophages. 

Des travaux présentés en 2010 au congrès de l’American Thoracic Society (ATS) par 

Wongtrakool et al., ont montré que les macrophages pulmonaires de souris exprimaient des 

marqueurs de polarisation M2 après 24h et 48h d’exposition à la nicotine (Wongtrakool et al., 

2010). Dans la polarisation lymphocytaire, la nicotine, agoniste des récepteurs nicotiniques 

α4β2 et α7 diminue la polarisation des lymphocytes Th1 et Th17 au profit d’une augmentation 

des lymphocytes Th2 (Nizri et al., 2009). La fumée de cigarette est composée de plus de 4000 

substances dont la nicotine, principale alcaloïde du tabac, qui interagit via les récepteurs 

cholinergiques. La nicotine interagit avec les récepteurs nicotiniques exprimés dans les tissus 

et organes périphériques, et contribue à la suppression des réponses immunitaires (Sopori et 

al., 1998; Wang et al., 2003; Razani-Boroujerdi et al., 2004). Différents travaux ont été 

consacrés au rôle du système cholinergique non neuronal dans la composante anti-

inflammatoire. Les travaux de Borovikova et al., 2000 ont montré que ce système 

cholinergique non neuronal diminue la production de cytokines pro-inflammatoires dans les 

macrophages dérivés de monocytes humains (Borovikova et al., 2000). In vivo, ces effets anti-

inflammatoires du système cholinergique sont principalement médiés par l’acétylcholine 

(Borovikova et al., 2000). Des études ont montré que cette composante anti-inflammatoire du 

système cholinergique implique la sous-unité α7 du récepteur nicotinique (Wang et al., 2003; 

Kawashima et al., 2012). En effet, dans divers modèles cellulaires (monocytes, macrophages 

dérivés de monocytes humains, lignée cellulaire de macrophages et macrophages murins) la 

stimulation du récepteur nicotinique α7 induit une diminution de la production de TNF-α, IL-

1β, IL-6, IL-18 (Borovikova et al., 2000; Wang et al., 2003; Rosas-Ballina et al., 2009; 

Chernyavsky et al., 2010; Kox et al., 2011a).  

Ces observations suggèrent que les récepteurs nicotiniques α7 pourraient moduler la 

polarisation des macrophages pulmonaires humains. Ainsi, l’objectif de notre étude a été dans 

un premier temps de déterminer si les macrophages pulmonaires humains expriment les 

récepteurs nicotiniques de type α7 puis d’évaluer dans un second temps le rôle de ces 
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récepteurs dans la régulation de la polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires 

humains.
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ABSTRACT 

Background and purpose. The existence and the role of the human “cholinergic anti-

inflammatory pathway” in the regulation of cytokine production have been previously 

demonstrated in monocyte-derived macrophages. The current study was performed to 

investigate the expression of α7 nicotinic receptor (α7nAChR) and their regulating roles in the 

polarization of human lung macrophages in response to LPS and to the Th2 cytokines IL-

4/IL-13.  

Experimental approach. Lung macrophages (LM) were isolated from resected human lungs, 

and incubated with nicotine, GTS-21, 4OH-GTS-21, EVP-6124 or vehicle and stimulated 

with LPS (10 ng.mL
-1

), IL-4 (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

) during 24 hrs. Transcript 

expression of α7nAChR, α4nAChR and M1/M2 cytokines was assessed by real-time-PCR. 

M1-type (TNF-α, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1 and CXCL8) as well as M2-type (CCL13, 

CCL18, CCL22) cytokines were also quantified in culture supernatants by immunoassay.  

Key results. Expression of nicotinic α7 receptors was found in unstimulated LM. GTS-21 and 

4OH-GTS-21 reduced M1- and M2-cytokines, at both the transcriptional and protein level. 

GTS-21, 4OH-GTS-21 and EVP-6124 also decreased the LPS-stimulated release of TNF-α, 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1 and CXCL8 as well as the IL-13-induced release of CCL13, 

CCL18 and CCL22. Contrary to these results, nicotine was devoid of any effect in LM. The 

effect of GTS-21 and EVP-6124 was not reversed by the specific antagonist α7 nicotinic 

receptor, α-bungarotoxine. Conversely, the specific α7nAChR antagonist, α-bungarotoxine, 

caused an increase in the cytokine production in unstimulated LM. 

Conclusions and Implications.  Stimulation of α7nAChR has a profound anti-inflammatory 

effect in LM stimulated by LPS and IL-13 and may have therapeutic perspective for the 

treatment of lung inflammatory diseases. 

Keys Words. α7 nicotinic receptor, lung macrophages, cytokines, macrophages polarization, 

nicotine, GTS-21, EVP-6124. 

Abbreviations. α-BTX, alpha-bungarotoxine; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; 

DMSO, dimethylsulfoxide; FCS, fetal calf serum; IL, Interleukin; INF-γ, Interferon- γ; LPS, 

lipopolysaccharide; MDM, monocyte-derived macrophages; nAChR,  nicotinic acetylcholine 

receptor; PCR, polymerase chain reaction, RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative 

polymerase chain reaction; RPMI,rRoswell park memorial institute; TNF-α, tumor necrosis 

factor-α. 
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INTRODUCTION 

 In the last few years, it become evident that the cholinergic nervous system plays an 

important role in limiting inflammatory responses and called “the cholinergic anti-

inflammatory pathway” (Tracey, 2002). The role of this cholinergic anti-inflammatory 

pathway in the regulation of the inflammatory response have been well established since the 

initial observation by Borovikova et al. who showed that the activation of this pathway 

decreases the pro-inflammatory cytokines production by human monocytes derived-

macrophages or by the liver in an in vivo model in rat (Borovikova et al., 2000; Vukelic et al., 

2013). Many study established that the release of endogenous acetylcholine is the principal 

mediator of the anti-inflammatory effects of vagus nerve stimulation. In mice and rats, 

vagotomy induces an increased sensitivity to endotoxin resulting in a significant higher TNF-

α production (Borovikova et al., 2000). Recent research has demonstrated that the α7 subunit 

of α7nAChRs is an important component of the mechanism orchestrates by the cholinergic 

anti-inflammatory pathway (Wang et al., 2003a).  

Nicotinic acetylcholine receptors are a family of ligand-gated pentameric ion channels. In 

human, 16 differents subunits have been identified (α1-7, α9-10, β1-4, δ, ε, γ) and form five 

identical subunit (homopentameres) or different subunits (heteropentameres). The 

homopenmere α7nAChRs are encoded by the CHRNA7 gene and are expressed in the nervous 

system and in immune cells such as macrophages (Khan et al., 2012b). Cholinergic α7 

nicotinic receptors became a pharmacological target of interest for the regulation of 

inflammation and a range of selective α7 cholinergic agonists have been synthesized and 

evaluated in different preclinical models or in clinical trials in humans. In cells such as 

monocytes, monocytes-derived macrophages or macrophages-like cells, stimulation of 

α7nAChRs may suppress the production of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1β 

or IL-6 (Borovikova et al., 2000; Wang et al., 2003a; Rosas-Ballina et al., 2009; Chernyavsky 

et al., 2010). Cholinergic α7 nicotinic receptor may represent an essential regulator of 

inflammation and consequently more selective α7 cholinergic agonists were developed and 

used in various study. Among them, GTS-21 [3-(2, 4-dimethoxybenzylidene)-anabaseine, also 

known as DMBX-anabaseine, is a α7 selective partial agonist and primarily developed for the 

psychiatric disorders (Alzheimer’s or schizophrenia’s diseases) as well as EVP-6124, a new 

α7 selective partial agonist (Prickaerts et al., 2012). However, in vitro studies have shown that 

the stimulation of α7nAChRs with GTS-21 induced a dose-dependent inhibition of pro-

inflammatory but not anti-inflammatory cytokines in human monocytes, peripheral blood 
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mononuclear cell, whole blood and murine macrophages (Giebelen et al., 2007; Kox et al., 

2009; Rosas-Ballina et al., 2009; Khan et al., 2012a). Besides, in vivo study of rodent models 

of endotoxemia, severe sepsis or acute lung injury, GTS-21 also inhibited the production of 

pro-inflammatory cytokines by activating α7nAChRs (Pavlov et al., 2007; Kox et al., 2011b; 

Vukelic et al., 2013).  

 The role of macrophages in inflammation is well established, particularly in the lung 

where these cells orchestrate the inflammatory reaction through the release of chemokines and 

cytokines (Barnes, 2008a). Macrophages are an essential regulator of innate and adaptative 

immunity and play a central role in inflammation, host defence and tissue homeostasis. In 

response to environment signals, macrophages exhibit a phenotypic polarity M1 or M2 which 

mirrors the Th1 or Th2 polarization. The two distinct M1 and M2 macrophages activation 

states have now been described and reviewed on several occasions (Mantovani et al., 2004; 

Martinez et al., 2008; Sica et al., 2012). Following stimulation with IFN-γ or bacterial 

component such as lipopolysaccharide (LPS) macrophage undergo M1 or classically activated 

macrophages and produce high amounts of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1β 

or IL-12 (Mantovani et al., 2004; Benoit et al., 2008). M1 macrophages are a pro-

inflammatory phenotype characterized by enhanced expression of pro-inflammatory 

cytokines/chemokines, increase production of reactive oxygen species and nitric oxide which 

have been involved in microbial clearance and tissues damages (Mantovani et al., 2004; 

Benoit et al., 2008). In contrast, M2 macrophages, also called alternatively activated 

macrophages, are triggered by the two canonical Th2 cytokines such as IL-4 or IL-13 and 

produce immunoregulatory cytokines, IL-10, TGF-β and chemokines such as CCL17 

(TARC), CCL18 (PARC), CCL22 (MDC), CCL24 (Eotaxin-2) (Mantovani et al., 2004; Sica 

et al., 2012). M2 macrophages are associated to the dampening inflammation, 

immunoregulation and promotion of tissue remodeling.  

As there is a body of evidence in the literature that α7nAChRs is able to modulate the 

production of cytokines in animal or human tissues, the objectives of the present study were 

to investigate the role of α7nAChRs in lung macrophages polarization. We thus sought to 

determine the expression of nicotinic α7 receptors in human lung macrophages (LM), and to 

assess their role in the production of M1- or M2-type cytokines. 
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METHODS 

Materials 

GTS-21 (3-(2, 4-dimethoxybenzylidene)-anabaseine) and its metabolite 4OH-GTS-21 (3-(4-

hydroxy, 2-methoxybenzylidene)-anabaseine) were obtained from Taiho (Tokyo, Japan). 

Nicotine, α-bungarotoxin and méthyllycaconitine citrate were obtained from Tocris 

Biosciences (Bristol, UK). EVP-6124(N-[(3R)-1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-yl]-7-chloro-1-

benzothiophene-2carboxamide; hydrochloride) was obtained from MedChemexpress 

(Princeton, United States)  RPMI 1640, phosphate-buffered saline and bovine serum albumin 

were acquired from Eurobio Biotechnology (Les Ulis, France). Penicillin-streptomycin, 

DMSO, L-glutamine, trypan blue dye, fetal calf serum (FCS) and lipopolysaccharide (LPS) 

(from Escherichia coli serotype 0111:B4) were purchased from Sigma Aldrich, hrIL-13 from 

R&D Systems (Lille, France).  

 

Isolation and culture of human lung macrophages 

Experiments with human tissues were approved by the regional independent ethics committee 

(Comité de Protection des Personnes Île de France VIII, Boulogne-Billancourt, France). 

Lungs tissues were obtained from 25 patients (mean ± standard error mean (SEM) age: 62 ± 2 

years; gender (M:F): 14:11; mean ± SEM FEV1/FVC ratio: 0.75 ± 0.04; non smokers:1; 

smokers/ex-smokers: 10 and 14; pack years: 41 ± 3) undergoing surgical resection for lung 

carcinoma and who had not received chemotherapy or radiotherapy. Lung macrophages from 

lung parenchyma, as previously described (Buenestado et al., 2010; Buenestado et al., 2012). 

Fragments of lung parenchyma were taken as far as possible from the tumor, thinly sliced 

with scissors then washed with RPMI medium. Lavage fluid was collected, centrifuged 

(3000g, 10 min, 25°C) and the cell pellet was resuspended in RPMI supplemented with 10% 

heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamine, 100 µg.mL
-1

 streptomycin and 100 U.mL
-1

 

penicillin. Cell suspension was plated in 24-well plates at a density of 10
6
 cells.mL

-1
 and 

incubated for at least 1.5 hr at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Non-adherent 

cells were then washed with FCS-free RPMI medium. More than 95% of the adherent cells 

were macrophages, as determined by May–Grünwald–Giemsa staining and CD68 

immunocytochemistry. Cell viability exceeded 90% as assessed by trypan blue dye exclusion. 

LM were finally incubated overnight in supplemented RPMI medium. Classically activated 

macrophages (M1 macrophages) were obtained by exposure to LPS. Alternatively activated 
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macrophages (M2 macrophages) were induced by in vitro exposure to IL-13. The LPS 

concentration (10 ng.mL
-1

) was selected as being suboptimal on the basis of previous data on 

time-response and concentration curves (Buenestado et al., 2012). The concentration of IL-13 

(50 ng.mL
-1

) was chosen on the basis of previous experiments in our laboratory (data not 

shown). 

 

Incubation of LM with α7nAChRs agonists and antagonist  

The following day, LM were washed twice and 1 mL of RPMI supplemented with 1% FCS 

was added to each well. LM were treated with nicotinic receptors agonists (mixed 

α4/α7nAChRs agonist: nicotine (100 µM), selective α7nAChRs partial agonists: GTS-21 (10 

to 100 µM ), 4OH-GTS-21 (10 to 100 µM ), EVP-6124 (10 to 20 µM) and α7nAChRs 

antagonist α-bungarotoxin (0.1 to 10 µM) or their respective vehicle for 1 hr prior to 

stimulation with 10 ng.mL
-1

 LPS or 50 ng.mL
-1

 IL-13. Nicotinic antagonist, α-bungarotoxin 

(10 µM) and methyllycaconitine citrate (10 µM) was added 30 min before GTS-21. Following 

a 24 hrs incubation period, LM supernatants were collected and stored at -20°C for later 

cytokines analysis. All wells were run in duplicate for each series of experiments. All wells 

were run in duplicate. After 24 hr of incubation, LM supernatants were collected, stored at - 

20°C and subsequently assayed for cytokines. 

Stock solutions (10 mM) of GTS-21, 4OH-GTS-21 and EVP-6124 were prepared in DMSO, 

expected for nicotine prepared in medium. All subsequent dilutions were prepared daily in 

complete medium. The maximal DMSO concentration applied to cells in culture did not 

exceed 0.05% and did not alter the production of cytokines. Cytotoxicity of nicotine, GTS-21, 

4OH-GTS-21 and EVP-6124 was determined by measuring lactate dehydrogenase (LDH) 

activity in LM supernatants (using the LDH cytotoxicity assay from Cayman Chemical 

Europe). Neither the vehicles nor the compounds used in this work altered the viability of 

LMs.  

 

Reverse transcriptase - quantitative polymerase chain reaction 

Lung macrophages were treated with GTS-21 (100 µM) or EVP-6124 (20 µM) for 1 hr prior 

to stimulation with LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

)  for 4 and 24 hrs. Total RNA was 

prepared using  TRIzol
®

 reagent (Life Technologies, Saint Aubin, France and RNA 
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was.extracted according to the manufacturer's instructions. RNA concentration was 

determined using a Biowave DNA spectrophotometer (Biochrom, Cambridge, England). The 

RNA's intactness was determined by running an aliquot of each sample on an Experion™ 

automated electrophoresis station (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Then, 1 µg of total 

RNA was reverse-transcribed using SuperScript
® 

III First-strand SuperMix kit (Life 

Technologies). 

Specific TaqMan
®
 array based on predesigned reagents (Life Technologies) were used for the 

analysis of cytokines/chemokines and subunits of α7 (CHRNA7), α4 (CHRNA4) of nicotinic 

receptors transcripts. Reverse transcriptase-quantitative PCR was performed using Gene 

Expression Master Mix (Life Technologies) with 20 ng of cDNA in a StepOnePlus 

thermocycler (Life Technologies). The thermal cycling conditions were as follows: initial 

denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 sec, and 60°C for 1 

min. The housekeeping gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT1) was used for 

signal normalization.  

 

Cytokine measurements 

Selected cytokines in the culture supernatants were measured with specific ELISAs (the 

Duoset Development System from R&D Systems), according to the manufacturer’s 

instructions. The supernatant were diluted with RPMI medium as apropriate and the optical 

density was determined at 450 nm with an MRX II microplate reader (Dynex Technologies, 

Saint-Cloud, France). The detection limits of these assays were 4 pg.mL
-1

 for CCL3, CCL13, 

CCL18, CCL22, 8 pg.mL
-1

 for TNF-α, CCL2 and CCL4 and 32 pg.mL
-1

 for CXCL1 and 

CXCL8. Cytokine concentrations are expressed as pg.10
-6

 cells. 

 

Flow cytometry determination of α7nAChR expression 

Cells were washed three times with PBS, then scratched with a pipette tip to be unfasten from 

culture wells, resuspended at 0.5.10
6
 cells.mL

-1
 and incubated for 20 min in the dark with 10 

µM of the selective FITC-labelled α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin (Invitrogen Life 

Technologies). Analysis was performed on a FC500 flow cytometer (Beckman Coulter, 

Lognes, France).  
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Data expression and statistical analysis 

Data of cytokines production and flow cytometry are expressed as means  S.E.M. from 

experiments performed with LM obtained from n patients. The concentration-effect curves 

were analyzed using GraphPad Prism
®
 v5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

USA). Concentration of GTS-21 and 4OH-GTS-21 that provokes 50% of inhibition (EC50) 

response of cytokine production was calculated by GraphPad Prism
®
 v5.01 thanks to a 

nonlinear regression. The relative expression and fold changes of mRNAs was calculated 

according the 2
(-ΔCt)  

and
 
to the 2

-Δ(ΔCt) 
method respectively (Livak et al., 2001). Statistical 

analysis of mRNA expression level was performed with a paired t-test. Other analyses were 

performed with a one-way, repeated-measures analysis of variance followed by Bonferonni’s 

post-tests or paired t test. The threshold for statistical significance was defined as P< 0.05. 

 

RESULTS 

Expression of nicotinic α7 and α4 receptors in human lung macrophages 

We first investigated the expression of CHRNA7 (α7nAChRs) and CHRNA4 (α4nAChRs) in LM. 

Expressions of α7nAChRs transcripts were detected in LM (Figure 1). A 24 hrs incubation with 

LPS or IL-13 had no significant impact on α7nAChRs transcript in LM. Expression of 

α4nAChRs was not observed in LM. The expression of α7nAChRs was confirmed with a flow 

cytometry analysis, since the whole macrophage population was positively stained with the 

FITC-bound α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin (Figure 2). 

 

Effect of α7nAChRs agonists on the production of M1/M2 cytokines 

As α7nAChRs were expressed in human LM, we investigated the effects of selective 

α7nAChRs agonists on the production of M1/M2 cytokines by LM stimulated or not (basal) 

by LPS or IL-13. As expected, LPS and IL-13 were associated with significant greater 

production of M1 and M2 cytokines, respectively. In unstimulated LM, GTS-21 

concentration-dependently inhibited the production of the M1 cytokines CCL2, CCL3, CCL4 

and CXCL1 with relative reduction of 80%, 32%, 52% and 63% respectively, whereas TNF-

α, and CXCL8 were unaffected (Figure 3A). In the same way 4OH-GTS-21 decreased the 

production of M1 cytokines CCL2, CCL4, CXCL1 and CXCL8 with relative reduction of 

80%, 40%, 63% and 60%, whereas the production of CCL3 and TNF-α was unaffected 
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(Figure 3C). In unstimulated LM, the production of the M2 cytokines CCL18 and CCL22 was 

also inhibited by GTS-21 with relative reduction of 71% and 40% respectively (Figure 3B). 

M2 cytokines were also decreased by 4OH-GTS-21 with maximal decrease of 37% and 45% 

respectively (Figure 3D). The M2 cytokine CCL13 was unaffected by either GTS-21 or its 

metabolite. Similarly, both the LPS-induced increase in M1 cytokines (TNF-α, CCL2, CCL3, 

CCL4, CXCL1 and CXCL8, Figure 4A, 4C) and the IL-13-induced increase in M2 cytokines 

(CCL13, CCL18 and CCL22, Figure 4B,4D) were concentration-dependently inhibited by 

GTS-21 and 4OH-GTS-21, with relative reduction ranging between 35% and 97%. The EC50 

for each cytokine in basal, LPS and IL-13 condition are given in Table 1. 

Involvement of α7nAChRs pathway in the modulation of cytokine production was also 

confirmed by other selective α7nAChRs agonists such as EVP-6124. As it was shown in table 

2, EVP-6124 (20 µM) was associated with significant lower production of M1 and M2 

cytokines previously modulated by GTS-21 and its metabolite with relative reduction of 44%, 

17%, 36%, 34%, 14% and 35 % for CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1, CCL18 and CCL22 

respectively (Table 2). EVP-6124 had any effect on M1/M2 cytokine production in basal 

condition. 

However, it is noteworthy that the mixed α4/α7nAChRs agonist nicotine (100 µM) did not 

affect LM cytokines production in any condition (data not shown). 

 

Effect of α7nAChRs agonists on the transcript expression of M1/M2 cytokines 

Our transcriptome analysis with a panel of M1- and M2-related genes revealed that GTS-21 

also affected LM mRNA expression. In a first attempt, we assessed the cytokine transcript 

expression after 24 hrs incubation with LPS or IL-13 in the presence and in the absence of 

GTS-21. Among M1 cytokines, only CCL2 transcripts were significant lower by GTS-21 in 

LPS-treated LM about 68 fold, whereas M2 cytokines CCL13 and CCL22 were decreased in 

IL-13-treated macrophages (Figure 5B). Since peaks of cytokine transcript expression may 

occur earlier than 24 hrs, we performed the same analysis after 4 hours incubation with LPS 

and IL-13. In this condition, the decrease in the M1-cytokines transcripts was significant for 

TNF-α, CCL2, CCL3, CCL4 and CXCL1 (Figure 5A). However, no effect of GTS-21 on M2 

cytokines transcripts was observed after 4 hrs incubation time. 
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Effect of the α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin and méthyllycaconitine citrate 

We then sought to characterize the effects of the α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin on the 

inhibition of cytokines production induced by GTS-21 and EVP-6124. In our experimental 

conditions, when α-bungarotoxin (10 µM) or méthyllycaconitine citrate (10 µM) was 

incubated with LM for 30 min before GTS-21 (100 µM) or EVP-6124 (20 µM) was added, 

we were not able to observe a reversal effect of the GTS-21- or EVP-6124-induced inhibition 

of M1/M2 cytokines production (data not shown). However, when unstimulated LM were 

cultured in the presence of the α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin (0.1 µM to 10 µM) 

alone for 24 hrs, there was a significant increase in the production of M1 cytokines TNF-α, 

CCL2, CCL3, CCL4 and CXCL8 at both the transcriptional (Figure 6A) and the protein level 

(Figure 6B). 

 

DISCUSSION AND CONCLUSION 

The present study shows for the first time the expression of α7nAChRs in human LM and 

their involvement in the down-regulation of the LPS-induced release of M1 cytokines CCL2, 

CCL3, CCL4, CXCL1, CXCL8 and TNF-α as well as the IL-13-induced release of M2 

cytokines CCL13, CCL18 and CCL22. These results suggest an immunomodulatory role of 

α7nAChRs in LM. 

In our model, human lung macrophages express α7nAChRs, as it was previously observed in 

other immune cells such as human monocytes (Yoshikawa et al., 2006) or monocyte-derived 

macrophages (Borovikova et al., 2000; Wang et al., 2003b)  where it exert a key role in the 

“cholinergic anti-inflammatory pathway” (Borovikova et al., 2000; Yoshikawa et al., 2006; 

Chernyavsky et al., 2010). Previous study indicate that stimulation of α7nAChR exert a 

regulatory effect on cytokine/chemokine production. Inhibition in the production of M1 

cytokines was also observed following application of nicotine to human monocytes (TNF-α, 

CCL2 and CCL3) (Yoshikawa et al., 2006), after treatment of monocyte-derived 

macrophages with ACh (TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-18) (Borovikova et al., 2000) whereas the 

anti-inflammatory cytokine IL-10 was either unaffected or upregulated (Borovikova et al., 

2000; Chernyavsky et al., 2010). In our model, we found that stimulation of α7nAChR by 

GTS-21, 4OH-GTS-21 and EVP-6124 were able to induce a marked inhibition of M1/M2 

cytokines transcript expression and protein release by unstimulated LM or by cells cultured 

with LPS or IL-13. The most cytokines/chemokines affected in LPS-stimulated cells were 
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TNF-α and cytokines involved in the recruitment of neutrophils (CXCL1, CXCL8), 

monocytes (CCL2, CCL4) and Th1 lymphocytes (CCL3, CCL4), which are major cell types 

in the inflammatory reaction to infection. On the other hand, Th2-type cytokines induced by 

IL-13 were also inhibited by GTS-21, 4OH-GTS-21 and EVP-6124, with marked inhibition in 

the production of cytokines involved in the recruitment of cells characteristics of the IgE-

mediated response, such as Th2 lymphocytes (CCL18 and CCL22) (de Nadai et al., 2006) or 

eosinophils and basophils (CCL13) (Lamkhioued et al., 2000).  

In similar models, the stimulation of α7nAChRs with GTS-21 induced a dose-dependent 

inhibition of pro-inflammatory but not anti-inflammatory cytokines in human monocytes, 

peripheral blood mononuclear cell, whole blood and murine macrophages (Giebelen et al., 

2007; Kox et al., 2009; Rosas-Ballina et al., 2009; Khan et al., 2012a). Interestingly, a 

previous work by Shaykhiev et al. showed that alveolar macrophages from healthy smokers 

exhibited a substantial suppression of M1-related genes and a partial induction of some M2-

related genes (CCL17, CCL18 and CCL22 remained unaffected) in comparison to cells from 

nonsmokers (Shaykhiev et al., 2009), that might be explained by the immunosuppressive 

effects of cholinergic agonists (such as nicotine) observed in the previously mentioned studies 

or with a α7nAChRs selective agonist in the present work. Taken together, our results suggest 

that stimulation α7nAChRs exert a potent down-regulation of LM cytokines production. Our 

result were also confirmed by the effect of another agonist of α7 nicotinic receptor, EVP-

6124, currently evaluated in clinical trial for schizophrenia (NCT00968851) and Alzheimer’s 

disease (NCT02004392). Because any study have been previously evaluated the effect of 

EVP-6124 on immune function, our results show for the first time that  EVP-6124, is able to 

regulate M1 and M2 cytokines production in LM. 

While the implication of α7nAChRs has been fully described in the cholinergic anti-

inflammatory pathway (4, 5), we evaluated a specific antagonist of α7nAChRs, α-

bungarotoxin. However, α-bungarotoxin did not reverse the action of GTS-21 and EVP-6124 

in our model. The lack of blocking effect of GTS-21 by α7nAChRs antagonists has also been 

described in murine macrophages and human leukocytes (Kox et al., 2009; Khan et al., 

2012b). A possible explanation for this result might rely on difference in the α7nAChR 

between cells types. Studies have been shown that human monocyte-derived macrophages do 

not express the normal α7nAChRs subunit encoded by the CHRNA7 gene, but a partially 

duplicated hybrid subunit called dupα7 and encoded by the CHRFAM7A gene, in which exons 

1-4 of the original CHRNA7 are replaced by the exons A-D of FAM7 gene. Interestingly, the 
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dupα7 gene lacks exons coding for the α-bungarotoxin-binding site (Villiger et al., 2002). 

This could explain why there was no reversal of GTS-21 and EVP-6124 effects when a pre-

incubation with α-bungarotoxin (10 µM) was performed and highlight the putative role of 

dupα7 in cytokines modulation by α7 nicotinic agonist evaluated in our study. Moreover, it 

should be noted that GTS-21 has a higher affinity and possess antagonistic effect on α4β2 

subunits of nicotinic receptor (Briggs et al., 1997). So it is possible that GTS-21 effects are 

due to antagonism of α4β2 subunits rather than activation of the α7nAChRs. However, our 

results not shown mRNA expression of α4β2 subunits in human lung macrophages. The effect 

of GTS-21 on TNF-α release in mouse peritoneal macrophages is insensitive to α-

bungarotoxin, but sensitive to α7 siRNA knock-down (Khan et al., 2012b). These results 

suggest that α7nAChRs expression is required but ion flux through this receptor is not 

responsible of GTS-21 effects on cytokine production by human lung macrophages. The 

functionality of these receptors remains poorly known, and it could be expected that the 

binding affinity for ligands and gating mechanisms may be affected, leading to a particular 

pharmacological profile. Interestingly, nicotine did not cause any modulation of M1/M2 

cytokines production in our experimental conditions. It have been reported that expression of 

CHRFAM7A in leukocytes is a negative dominant regulator of α7nAChRs function in terms 

of current detectable and could explain, in our model the absence of effect by nicotine through 

the α7nAChRs (Araud et al., 2011; de Lucas-Cerrillo et al., 2011b). Moreover, it was 

demonstrated that nicotine failed to induce detectable current in human leukocytes which 

expressed dupα7 (Villiger et al., 2002) and less effective than GTS-21 in cytokine decrease by 

leukocytes (Kox et al., 2009).  

The blockade of α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin induced an increase of M1 cytokines 

in unstimulated LM, without affecting M2 cytokines. Two main hypothesis may explain this 

increase in M1 cytokines. The first one is there could be an endogenous acetylcholine 

production by LM, which could activate α7nAChRs once released in the culture medium and 

consequently affect the cytokine production. There are however evidences that do not favour 

this hypothesis. First of all, we did not detect in LM the transcript expression of choline 

acetyltransferase (data not shown), the enzyme responsible for ACh synthesis, suggesting the 

absence of endogenous ACh in our LM. The second hypothesis we could not rule out is a 

potential action of choline, which is an endogenous and selective α7nAChRs agonist (Papke 

et al., 1996), present in concentrations around 3 mg/L in the culture medium. The modulation 
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of TNF-α release by choline in human monocyte-derived macrophages and by an α7nAChRs-

dependent mechanism has been previously demonstrated (Parrish et al., 2008). 

The two distinct M1 and M2 macrophages activation states have now been described and 

reviewed on several occasions (Mantovani et al., 2004; Gordon et al., 2005; Martinez et al., 

2008; Sica et al., 2012). LPS as well as other Toll-like receptor ligands are known to polarize 

macrophages towards a M1 pro-inflammatory phenotype, characterized by enhanced 

expression of pro-inflammatory cytokines, reactive oxygen species, promotion of Th1 

response and strong microbicidal and tumoricidal activities. In contrast, IL-13 polarizes 

macrophages towards the M2 phenotype, which induces a specific chemokine repertoire, 

dampens inflammation, promotes tissue remodeling, tumor progression and possesses other 

immunomodulatory functions. M1 cytokines of LM evaluated in our study such as TNF-α, 

CCL2, CCL3, CCL4, CXCL1 and CXCL8 have been reported to be involved in the 

development of COPD (Barnes, 2009). M2 cytokines such as CCL13, CCL18 and CCL22 are 

implied in the development of chronic disease such as asthma and allergy (Lamkhioued et al., 

2000; de Nadai et al., 2006). Indeed, asthmatic patients have a greater number of M2 

macrophages in their lungs (Viksman et al., 2002; Melgert et al., 2011) and the persistent 

production of IL-13 is responsible for the chronic mucous cell metaplasia and airway 

hyperreactivity that are characteristic of such chronic airway diseases (Kim et al., 2008). The 

inhibitory effect of selective α7nAChRs agonist on the M1 and M2 chemokines reflects an 

interesting finding for treatment of COPD and asthma/allergy disease. Recent study has been 

shown that GTS-21 decreases Th2 response in a murine food allergy model (Yamamoto et al., 

2014), improved bacterial clearance in murine hyperoxia model (Sitapara et al., 2014) and 

also inhibit Th1-cell differentiation in rheumatoid arthritis (Wu et al., 2014), highlighting the 

role of α7nAChRs in inflammatory disease. Our study underline a putative interest for 

α7nAChRs agonist as a dual inhibitor of M1- and M2-pathways, especially as reference anti-

inflammatory corticosteroids rather seem to selectively target M1-cytokines more than M2-

cytokines (unpublished results). This dual inhibition may be of clinical interest in several 

physiopathological conditions such as COPD exacerbations or asthma (Dasgupta et al., 

2012b). Given that the innate immune system in the lungs includes several macrophages 

populations and that M1 and M2 macrophages could coexist in distinct local environnements, 

one could speculate that in some conditions such as asthma exacerbations, whose viral or 

bacterial origin may induce a TLR-dependant M1-type macrophage activation being added to 

a M2 background, the inhibition of both M1 and M2 pathways may be beneficial.  
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Our study showed that selective α7nAChRs agonist plays an anti-inflammatory role to 

modulate the immune response in human lung macrophages. These results suggest that α7 

nicotinic receptors may thus constitute a pharmacological target in the treatment of lung 

diseases such as asthma or COPD.  
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TABLES 

Table 1. The half inhibitory concentration (EC50) of GTS-21 and 4OH-GTS-21 on basal, 

LPS or IL-13-induced M1 and M2 cytokines release by human LM 

 

 Basal  +LPS  +IL-13 

 GTS-21  4OH-GTS-21  GTS-21 4OH-GTS-21  GTS-21 4OH-GTS-21 

M1 cytokines EC50  [95% CI] (µM) 

 

TNF-α 

 

 

NE 

 

NE 

  

100 [86 - 116] 91[70 - 120]   

CCL2 

 

32 [20 - 52] 73 [48 - 110]  8 [5 - 12] 
18 [11 - 28]   

CCL3 

 

162 [96 - 276] NE  94 [62 - 42] 
148 [82 – 271]   

CCL4 

 

120 [68 - 211] 135 [60 - 303]  62 [44 - 86] 
100 [70 - 186]   

CXCL1 

 

138 [60 - 218] 65 [34 - 127]  73 [38 - 140] 
66 [38 – 114]   

CXCL8 

 

NE 103 [52 - 202]  85 [55 - 131] 
98 [50 - 190]   

M2 cytokines EC50  [95% CI] (µM) 

 

CCL13 

 

 

NE NE 

  

 23 [13 - 42] 64 [42 - 99] 

CCL18 50 [37 - 70] 121 [96 - 154]  50 [34 - 75] 39 [25 - 60] 

        

CCL22 73 [78-158] 50 [164-158]    19 [13-26] 25 [20-35] 

        

 

Lung macrophages were incubated with medium (basal), LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 

ng.mL
-1

), in the presence of GTS-21 or 4OH-GTS-21 (10 to 100 µM). Supernatants were 

harvested at 24 hrs and analyzed for cytokine levels with ELISA. Values are represented as 

mean of EC50 with 95% confidence interval (CI) for between five and seven preparations from 

different patients. 
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Table 2. Inhibitory effect of EVP-6124 on the LPS- and IL-13-induced release of M1 and 

M2 chemokines by human LM 

 

 

Lung macrophages were incubated with medium (basal), LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 

ng.mL
-1

), in the presence of EVP-6124 (10 and 20 µM). Supernatants were harvested at 24 

hrs and analyzed for chemokine levels with ELISA. Values are represented as mean ± S.E.M 

of five to eight independent experiments. 
# 

indicates significant differences versus Basal (
# 

P<0.05;
 # # 

P<0.01; 
# # # 

P<0.001) and * versus LPS or IL-13 (*P<0.05;
 
**P<0.01; 

***P<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     + LPS  + IL-13 

Cytokines 

ng per 

10
6
cells 

Basal 
EVP 

(10 µM) 

EVP  

(20 µM) 
LPS 

EVP  

(10 µM) 

EVP 

(20 µM) 
IL-13 

EVP  

(10 µM) 

EVP  

(20 µM) 

CCL2 1.6 ± 0.6 1.8 ± 0.7 1.7 ± 0.8 
 

14.4 ± 4.2 
 # 

153.1 ± 4.4 

 

8.1 ± 3.7 

 *** 

 

CCL3 8.7 ± 1.9 8.6 ± 1.8 9.6 ± 1.8 
 

198.3 ± 16.2 
# # # 

202.3 ± 16.3 

 

164.5 ± 11.4 

** 

CCL4 7.1 ± 1.1 7.5 ± 1.1 6.6 ± 1 
 

304.2 ± 42.4 
# # 

287.5 ± 35.9 

 

193.3 ± 42.3 

*** 

CXCL1 7.9 ± 2.4 6.9 ± 2.5 7.5 ± 2.3 
 

299.1 ± 44 
# # # 

274.9 ± 37.1 

 

196.9 ± 48.3 

*** 

CCL18 75 ± 8.8 71.5 ± 11.2 70.7 ± 9.4 

 

134.6 ± 27 

 

128.5 ± 24.5 

* 

 

115.9 ± 24.7 

** 

CCL22 2.4 ± 0.6 2.3 ± 0.7 2.1 ± 0.6 
 

6.2 ± 1.7 
# 

 

5.9 ± 1.5 

** 

 

4 ± 1.3 

** 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. mRNA expression of α7nAChRs in human lung macrophages. Lung 

macrophages were incubated with LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

) for 24 hrs. The 

relative expression of α7nAChRs was determined by RT-qPCR and calculated from the 

expression of CHRNA7 gene versus the expression of housekeeping gene (HPRT1). Data are 

represented as mean of relative expression of six independent experiments.  

Figure 2. Expression of α7nAChRs in human lung macrophages by flow cytometry 

analysis. Lung macrophages were incubated with 10 µM FITC-labelled (green) or unlabeled 

(black) α-bungarotoxin for 20 min. Expression of α7nAChRs was analyzed by flow cytometry. 

Data are represented as mean of fluorescence intensity ± S.E.M. of nine independent 

experiments.* indicates significant differences versus unlabeled condition (***P<0.001). 

Figure 3. Concentration-response curves for the effect of GTS-21 and 4OH-GTS-21 on 

the release of M1 cytokines (A, C) and M2 cytokines (B, D) in unstimulated LM. Lung 

macrophages were incubated for 1 hr with GTS-21 or 4OH-GTS-21 (10 to 100 µM) or 

vehicle. M1/M2 cytokines release was determined with ELISA in culture supernatants 

collected after 24 hrs. Data are represented as mean ± S.E.M. of four to six independent 

experiments. * indicates significant differences versus control (*P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001). 

Figure 4. Concentration-response curves for the effect of GTS-21 and 4OH-GTS-21 on 

the release of M1 cytokines stimulated by LPS (A, C) and M2 cytokines stimulated by 

IL-13 (B, D) in LM. Lung macrophages were pre-incubated for 1 hr with GTS-21 or 4OH-

GTS-21 (10 to 100 µM) or vehicle before LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 ng.mL
-1

) was added. 

M1/M2 cytokines release was determined with ELISA in culture supernatants collected after 

24 hrs. Data are represented as mean ± S.E.M. of four to seven independent experiments. * 

indicates significant differences versus control (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

Figure 5. Effect of GTS-21 on the mRNA expression of M1-cytokines in LPS-stimulated 

LM (A) and of M2-cytokines in IL-13 stimulated LM (B). Lung macrophages were pre-

incubated for 1 hr with GTS-21 (100 µM) or vehicle before LPS (10 ng.mL
-1

) or IL-13 (50 

ng.mL
-1

) was added during 4 and 24 hrs. The relative expression of M1/M2 cytokines was 

determined by RT-qPCR and calculated from the expression of the target gene versus the 

expression of housekeeping gene (HPRT1). Data are represented as mean with range of fold 
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change of three to five independent experiments. * indicates significant differences versus 

basal (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

Figure 6. Effect of α7nAChRs antagonist α-bungarotoxin on mRNA expression (A) and 

production (B) of M1 cytokines by human LM. Lung macrophages were incubated with α-

bungarotoxin (0.1 to 10 µM) or vehicle during 24 hrs. M1 cytokines release was determined 

with ELISA in culture supernatants. Data are represented as mean ± S.E.M. of five to six 

independent experiments. * indicate significant differences versus basal (*P<0.05; 

**P<0.01; ***P<0.001). 
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Figures 3. 
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Figures 4. 
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Figures 5. 
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Figures 6. 
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Résultats complémentaires 

 Les résultats de l’article 3 montrent que le récepteur nicotinique α7 joue un rôle 

important dans la régulation de la polarisation des macrophages pulmonaires. La stimulation 

de ce récepteur par des agonistes partiels, comme le GTS-21, son métabolite actif le 4OH-

GTS-21 ainsi que l’EPV-6124, induit une diminution significative de la production des 

cytokines de type M1 et M2a par les macrophages pulmonaires humains. En parallèle des 

études menées avec les trois agonistes partiels, nous avons étudié les effets d’autres agonistes 

nicotiniques du récepteur α7 sur la production des cytokines par les macrophages pulmonaires 

humains. De plus, nous avons évalué l’expression d’un autre récepteur nicotinique, le 

récepteur dupα7 dans les macrophages pulmonaires humains. Enfin, les effets du GTS-21 ont 

été évalués sur l’expression d’autres marqueurs de la polarisation des macrophages 

pulmonaires humains. 

 

Effet d’autres agonistes nicotiniques du récepteur nicotinique α7 sur la polarisation des 

macrophages  

 Nous avons observé l’effet d’autres agonistes nicotiniques α7 (acétylcholine, AR-

R17779, PNU 282987, SEN 12333 et TC 1698) et d’agonistes mixtes α4β2 et α7 (nicotine et 

varénicline) sur la polarisation des macrophages pulmonaires humains. Les résultats montrent 

que le LPS induit une augmentation significative de la production de CXCL8 par les 

macrophages pulmonaires humains (Figures 22 et 23), mais les agonistes α7 et mixtes α4β2 

et α7 ne modulent pas la production de cette chimiokine (Figures 22 et 23).  
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Figure 22 : Effet des agonistes nicotiniques α7 sur la production de CXCL8 par les macrophages 

pulmonaires humains polarisés en phénotype M1 par le LPS 

Les macrophages pulmonaires humains ont été exposés aux différents agonistes nicotiniques α7 

pendant 24h. Le LPS (10 ng.mL-1) a été ajouté au milieu de culture après 1h d’incubation avec les 

agonistes nicotiniques. Le dosage de CXCL8 dans les surnageants a été effectué par ELISA. Les 

données sont représentées en pg pour 106 cellules. Les résultats sont représentés sous forme de 

moyenne ± s.e.m de 3 à 8 expériences indépendantes. Les statistiques ont été effectuées par la méthode 

ANOVA suivie d’un test t. * indique une différence significative avec le témoin (*p<0.05 ; **p<0.01).  
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Figure 23 : Effet de d’agonistes mixtes α4β2 et α7 sur la production de CXCL8 par les 

macrophages pulmonaires humains polarisés M1 par le LPS 

Les macrophages pulmonaires humains ont été exposés aux différents agonistes nicotiniques mixtes 

α4β2/α7 pendant 24h. Le LPS (10 ng.mL-1) a été ajouté au milieu de culture après 1h d’incubation 

avec les agonistes mixtes. Le dosage de CXCL8 dans les surnageants a été effectué par ELISA. Les 

données sont représentées en pg pour 106 cellules. Les résultats sont représentés sous forme de 

moyenne ± s.e.m de 4 à 8 expériences indépendantes. Les statistiques ont été effectuées par la méthode 

ANOVA suivie d’un test t. * indique une différence significative avec le témoin (*p<0.05).  

 

Expression du récepteur dupα7 dans les macrophages pulmonaires humains  

 En plus d’une expression du récepteur nicotinique α7, nous avons mis en évidence que 

les macrophages pulmonaires humains expriment une forme partiellement dupliquée de ce 

récepteur appelée dupα7, codée par le gène CHRFAM7A et dont les transcrits sont 

significativement augmentés en présence de LPS (Figure 24). 

 

Figure 24 : Expression des transcrits du récepteur nicotinique dupα7 dans les macrophages 

pulmonaires humains polarisés 

Les macrophages pulmonaires humains ont été exposés au LPS (10 ng.mL-1) et à l’IL-13 (50 ng.mL-1) 

pendant 24h. L’expression relative de CHRFAM7A a été mesurée par RT-qPCR. Les résultats sont 

représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 7 expériences indépendantes et les statistiques ont été 

effectuées par la méthode ANOVA suivie d’un test t. * indique une différence significative avec le 

témoin (*p<0.05).  
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Effet du récepteurs nicotinique α7 sur la régulation de l’expression d’autres marqueurs 

de la polarisation des macrophages pulmonaires 

 En complément des effets inhibiteurs du récepteur nicotinique α7 sur la production de 

médiateurs de l’inflammation, nous avons regardé si d'autres marqueurs de la polarisation 

M1/M2a, préalablement identifiés dans l’article 1, étaient régulés par la stimulation de ce 

récepteur. Les résultats obtenus montrent que le GTS-21 (100 µM) ne module pas 

l’expression des transcrits de la PTGS2 (COX-2) mais diminue ceux de l’IDO1 dans les 

macrophages pulmonaires humains polarisés M1 (Figure 25). Dans les macrophages 

pulmonaires de phénotype M2a induit par l’IL-13, le GTS-21 diminue significativement 

l'expression des transcrits de MRC1 et de l’ALOX15 (15-LOX-1) (Figure 26).   

 

 

Figure 25 : Effet du GTS-21 sur l’expression des transcrits de la PTGS2 et de l’IDO1 dans les 

macrophages pulmonaires humains polarisés M1 

Les macrophages pulmonaires ont été traités avec du GTS-21 (100 µM) pendant 1h, suivi d’une 

stimulation par du LPS (10 ng.mL-1) pendant 4h. L’expression relative de la PTGS2 et de l'IDO1 a été 

mesurée par RT-qPCR. Les résultats sont représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 6 expériences 

indépendantes et les statistiques ont été effectuées par la méthode ANOVA suivie d’un test t. * indique 

une différence significative avec le témoin LPS (*p<0.01). 
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Figure 26 : Effet du GTS-21 sur l’expression des transcrits de MRC1 et de l'ALOX15 dans les 

macrophages pulmonaires humains polarisés M2a 

Les macrophages pulmonaires ont été traités avec du GTS-21 (100 µM) pendant 1h, suivi d’une 

stimulation par de l’IL-13 (50 ng.mL-1) pendant 24h. L’expression relative de MRC1 et de l'ALOX15 a 

été mesurée par RT-qPCR. Les résultats sont représentés sous forme de moyenne ± s.e.m de 3 

expériences indépendantes et les statistiques ont été effectuées par la méthode ANOVA suivie d’un test 

t. * indique une différence significative avec le témoin IL-13 (*p<0.05; **p<0.01). 
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Discussion 

 Nos résultats ont montré que la sous-unité α7 du récepteur nicotinique est exprimée au 

niveau transcriptionnel et protéique dans les macrophages pulmonaires humains. La 

stimulation des récepteurs nicotiniques par des agonistes partiels tels que le GTS-21 et son 

métabolite le 4-OH-GTS-21 inhibe de manière concentration-dépendante et significative 

l’expression et la production des cytokines M1 induites par le LPS (TNF-α, CCL2, CCL3, 

CCL4, CXCL1 et CXCL8) et des cytokines M2a induites par l’IL-13 (CCL13, CCL18 et 

CCL22). Ces résultats ont été renforcés par l’utilisation d’un second agoniste partiel des 

récepteurs nicotiniques α7, l’EVP-6124, qui induit également une diminution de la production 

des cytokines M1 et M2a dans les macrophages pulmonaires humains. En revanche, 

l’exposition des macrophages pulmonaires polarisés M1 et M2a à d’autres agonistes 

nicotiniques α7 (acétylcholine, AR-R17779, PNU 282987, SEN 12333, TC 1698, nicotine et 

varénicline) n’a eu aucun effet sur le modulation de la production des cytokines M1/M2a. De 

plus, nous n’avons pas observé d’effet inhibiteur d’un antagoniste spécifique (α-

bungarotoxine) et d’un antagoniste non spécifique (méthyllycaconitine) du récepteur 

nicotinique α7 sur les effets du GTS-21 et de l’EVP-6124 dans la régulation de la production 

des cytokines M1 et M2a. Néanmoins, nous avons observé que l’α-bungarotoxine augmente la 

production des cytokines M1 pro-inflammatoires (TNF-α, CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL8) 

dans les macrophages pulmonaires humains M1. Ces résultats pourraient être expliqués par 

l’existence de sites de liaison distincts au niveau de récepteur nicotinique α7 entre les 

différents agonistes et antagonistes ;ou par la liaison au récepteur chimérique dupα7. 

En complément des résultats de l’article 3, nous avons montré que les macrophages 

pulmonaires humains expriment le récepteur dupα7. L’expression de ce récepteur est 

uniquement retrouvée chez l’Homme au niveau du système nerveux central, des leucocytes 

(Villiger et al., 2002) et des macrophages dérivés de monocytes humains (Gault et al., 1998; 

Araud et al., 2011; de Lucas-Cerrillo et al., 2011) ainsi que dans les lignées cellulaires de 

monocytes (THP-1, U937 et Mono-Mac-6) (Benfante et al., 2011). Le gène codant pour ce 

récepteur ne possède pas les exons codant pour le site de fixation de l’α-bungarotoxine, ce qui 

pourrait expliquer l'absence d'effet inhibiteur de l' α-bungarotoxine sur le GTS-21 et l'EVP-

6124 si ces agonistes agissaient via le récepteur dupα7. Dans la littérature, la stimulation de ce 

récepteur dupα7 par de la nicotine n’a pas montré d’activité sur le courant électrique, 

normalement généré par la stimulation des récepteurs nicotiniques α7 fonctionnels (Villiger et 

al., 2002). De manière intéressante, une étude a montré que l'expression du récepteur dupα7 
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dans les leucocytes régule de manière négative la fonctionnalité du récepteur nicotinique α7 

(de Lucas-Cerrillo et al., 2011). Nos travaux ont également montré que l’expression de ce 

récepteur dupα7 était induite en présence de LPS 10 ng.mL
-1

. A l’inverse, dans les 

macrophages dérivés de monocytes humains, l’expression du dupα7 est inhibée en présence 

de LPS, mais à une concentration 10 fois supérieur à la notre (de Lucas-Cerrillo et al., 2011). 

La découverte de ce récepteur dupα7 est assez récente et il n'existe aujourd'hui aucun agoniste 

ou antagoniste spécifique de ce dernier. Afin de déterminer la spécificité de ce récepteur dans 

la modulation de la production des cytokines M1/M2a, nous avons réalisé des études de 

transfection in vitro de siRNA dirigé contre le gène CHRFAM7A. Mais comme observé 

précédemment pour d'autres gènes, la technique de transfection n'a pas été efficace sur 

l’inhibition de l’expression du gène CHRFAM7A. Par conséquent, nous ne pouvons 

aujourd'hui valider ou invalider le rôle de ce récepteur dupα7 dans la modulation de la 

production des cytokines de type M1 et M2a par les macrophages pulmonaires humains. 

Les effets régulateurs du GTS-21 sur la production des cytokines M1 ne semblent pas être 

médiés par la production de PGE2 car aucune modulation de l’expression de la PTGS2 n’a été 

observée dans les macrophages pulmonaires M1 exposés au GTS-21. De même que 

l‘inhibition de l’expression de l’IDO1 par le GTS-21 ne peut expliquer les effets inhibiteurs 

de cette agoniste sur la production des cytokines au regard de l’action anti-inflammatoire des 

kynurénines précédemment observée au sein du laboratoire UPRES EA220.   

Par ailleurs, les effets régulateurs du GTS-21 sur la production des cytokines M2a pourraient 

passer par la voie des 15-LOX-1, dont l’expression est diminuée en présence du GTS-21 dans 

les macrophages pulmonaires humains M2a. Les effets régulateurs de la 15-LOX-1 sur les 

cytokines M2a ayant précédemment été décrits dans l’article 2.  
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 L’ensemble de ces travaux a permis de définir un profil d’expression de gènes et de 

protéines associé à la polarisation des macrophages pulmonaires humains induite in vitro par 

le LPS (polarisation M1) et par les cytokines Th2 (polarisation M2a). Ces travaux ont précisé 

les marqueurs de polarisation M1/M2a des macrophages pulmonaires humains qui diffèrent 

en partie de ceux observés dans des modèles de macrophages murins et de macrophages 

dérivés de monocytes humains. Nous avons montré que la polarisation M1 des macrophages 

pulmonaires était définie par une augmentation de la production des cytokines/chimiokines 

pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, CCL2, 3, 4, 5, 24, CXCL1, 8, 10), de l’expression de 

protéines membranaires (CD38, CD80, CD197 et CD300e) et de l’expression d’enzymes 

impliquées dans différentes voies métaboliques (15-LOX-2 et IDO1). La polarisation M2a est 

associée à la production de cytokines immunorégulatrices (CCL13, CCL17, CCL18, CCL22), 

l’expression de marqueurs membranaires (CD206, CD200R, HPGDS) et de la 15-LOX-1. Les 

macrophages pulmonaires ont été obtenus à partir de pièces de lobectomie de patients opérés 

pour cancer ; bien que le parenchyme ait été prélevé à distance de la tumeur, le contexte 

clinique peut avoir influencé l’état d’activation des macrophages et les résultats obtenus après 

stimulation par le LPS ou les cytokines Th2.  De plus, ces marqueurs identifiés après 24 

heures de stimulation in vitro sont-ils maintenus après une plus longue stimulation (stabilité 

dans le temps) et sont-ils observés in situ ? Ces deux questions nécessitent des études 

complémentaires pour en valider l’intérêt physiopathologique. 

 La connaissance des marqueurs associés à la polarisation M1/M2 des macrophages 

pulmonaires humains représente un intérêt particulier pour certaines pathologies respiratoires 

inflammatoires comme l’asthme et la BPCO où la polarisation M1/M2 pourrait jouer un rôle 

physiopathologique important. Ainsi, l’identification des marqueurs M1/M2 est un élément 

clé dans l’étude des anomalies éventuelles de la polarisation dans ces pathologies 

pulmonaires. Jusqu’à présent, tant dans l’asthme que dans la BPCO, les données sur la 

polarisation M1/M2 restent fragmentaires et insuffisantes. Il apparaît que la BPCO ne 

résulterait pas de l’expression d’un phénotype en particulier mais plutôt d’une dérégulation de 

chaque phénotype (Shaykhiev et al., 2009; Hodge et al., 2011). En effet certain marqueurs 

M1 (CXCL9, CXCL10, CXCL11 et CCL5) et M2 (MRC1, CD31, CD44 et CD91) sont 

diminués alors que d’autres marqueurs M1 (TNF-α, IL-1β et IL-12) et M2 (MMP-2, MMP-7 

et ADORA3) sont quant à eux augmentés (Hodge et al., 2003; Shaykhiev et al., 2009; Hodge 

et al., 2011). Une augmentation des macrophages M2 est observée chez les patients 

asthmatiques (Chupp et al., 2007; Melgert et al., 2011). L’efficacité clinique des anticorps 
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anti-IL-4 et anti-IL-13 chez les patients asthmatiques les plus sévères et ayant un profil Th2 

suggère l’importance de ces cytokines Th2 dans la physiopathologie de la maladie 

asthmatique chez ces patients et potentiellement de la polarisation M2a des macrophages qui 

serait associée à ce profil de patients. De plus, chez les patients asthmatiques sévères, la 

polarisation M1 des macrophages serait corrélée à la corticorésistance. En effet, une 

augmentation de l’expression de cytokines M1 (TNF-α, IL-1α, IL-1β, CXCL1, CXCL2, 

CXCL3, CXCL8, CCL3, CCL4 et CCL20) est observée chez les patients asthmatiques 

corticorésistants (Goleva et al., 2008). La mise en évidence des effets régulateurs de la 15-

LOX-1 et de la 15-LOX-2 sur la production de cytokines M1/M2a en fait une cible 

pharmacologique d’intérêt thérapeutique potentiel dans l’asthme, compte tenu notamment de 

l’augmentation des métabolites des 15-lipoxygénases (Lundstrom et al., 2012; Mabalirajan et 

al., 2013). De plus, le système cholinergique non neuronal via les récepteurs nicotiniques α7 

pourrait limiter l’activation des macrophages pulmonaires. Le GTS-21, un agoniste spécifique 

des récepteurs nicotiniques α7 exerce des effets anti-inflammatoires dans des modèles 

animaux de polyarthrite rhumatoïde (Wu et al., 2014) et d’allergie de type alimentaire 

(Yamamoto et al., 2014). 

 La polarisation des macrophages illustre à la fois la multiplicité des fonctions de cette 

cellule essentielle à l’homéostasie tissulaire, ses capacités d’adaptation à son 

microenvironnement et les voies de régulation de ses activités inflammatoires. Des études 

réalisées au sein du laboratoire UPRES EA220 montrent, en effet, au-delà du rôle des 15-

lipoxygénases et des récepteurs nicotiniques α7 que l’adénosine, les adipokines et les 

kynurénines peuvent aussi réguler la polarisation M1 et M2a des macrophages pulmonaires 

humains. Certaines voies de régulation pourraient être sélectives d’un phénotype en 

particulier, comme les inhibiteurs des phosphodiestérases de type 4 (Roflumilast) qui 

n’agissent que sur la polarisation M1 des macrophages pulmonaires humains. 

 Ces études montrent la complexité et la diversité des cibles pharmacologiques pouvant 

réguler l’état d’activation des macrophages pulmonaires humains et tout l’intérêt d’explorer 

ces cibles pour mieux comprendre les voies de régulation de l’activation des macrophages 

pulmonaires et leur implication dans les maladies inflammatoires broncho-pulmonaires. 
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Figure 27 : Schéma de synthèse reprenant les principaux marqueurs associés à la polarisation 

M1/M2a in vitro des macrophages pulmonaires humains 
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