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2. Avant-propos

Le systeme immunitaire regroupe I'ensemble des effecteurs cellulaires et moléculaires impliqués
dans la protection des organismes contre les dangers auxquels ils sont exposés. La survenue
d’infections graves chez des patients présentant un déficit immunitaire a révélé 'importance du réle
du systeme immunitaire. En effet, longtemps réduit a la protection contre les microbes, il est
maintenant acquis que le systéme immunitaire participe a ’homéostasie immunitaire, lui attribuant

de nouvelles propriétés longtemps ignorées.

Les travaux de Polly Matzinger et Ruslan Medzhitov ont établi que I'immunité est un systeme
complexe, interconnecté et spécialisé notamment dans la détection de dangers qu’ils soient d’origine
exogeéne (comme les microbes) ou endogeénes (comme les cellules mortes) (Matzinger, 2002;
Medzhitov, 2001). La réponse immunitaire mise en place dépendra donc de la nature du signal de
danger : tolérance vis-a-vis des cellules apoptotiques ou induction d’'une réponse immunitaire face a
un microbe. Des études ont également permis de démontrer que le systéeme immunitaire présente
des fonctions essentielles dans la réparation tissulaire permettant le maintien de '"homéostasie
tissulaire. Afin d’assurer ces différentes fonctions, le systeme immunitaire est en permanence

finement régulé pour constamment adapter sa réponse aux besoins des tissus.

Malgré I'existence de nombreux points de controle mis en place pour réguler et contréler la réponse
immunitaire, I’homéostasie immunitaire peut étre rompue et conduire a des désordres
pathologiques séveres. Une réponse inadaptée ou excessive a la suite de la détection de signal
endogene ou l'induction de tolérance contre un signal exogéne provoquera, respectivement, des
manifestations auto-immunes ou des infections séveres ou allergiques, déléteres pour I'organisme.
Dans d’autres pathologies sévéres, les propriétés du systéme immunitaire seront détournées comme

lors du développement tumoral.

L'équipe 7 du CRCINA, dans laquelle ces travaux de these ont été réalisés, est spécialisée dans
I"analyse des propriétés et des fonctions du systéme immunitaire inné, et plus particulierement dans
la biologie des macrophages. Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur la plasticité des
macrophages humains en présence de corps cétoniques, précisément l|'acétoacétate, et les

mécanismes sous-jacents contrélant leurs fonctions.
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3. Introduction

a. Généralités sur le systeme immunitaire
Initialement décrit comme spécialisé dans la destruction des microbes, le systéeme
immunitaire est également capable de détecter des signaux endogenes, comme les cellules mortes.
Ces observations ont conduit a proposer une nouvelle définition du systéme immunitaire, a savoir un
systéme spécialisé dans la détection des signaux de danger, ceux-ci pouvant étre d’origine exogene,
comme les microbes, ou endogenes, comme les cellules |ésées. La nature de la réponse immunitaire
qui sera initiée sera donc dépendante du type de signaux de danger détectés (immunité en réponse

aux microbes vs tolérance en réponse aux cellules apoptotiques).

Le systeme immunitaire repose sur un ensemble d’effecteurs cellulaires et moléculaires qui
sont impliqués dans toutes les phases de la réponse immunitaire, allant de la détection a la mise en
place d’une mémoire immunitaire. Ces effecteurs s’articulent autour de deux composantes :
(1) Vimmunité innée, qui constitue la 1% ligne de défense ; elle est immédiate, dés la détection d’un
signal de danger, et n’est pas spécifique d’un antigéne ;

(2) 'immunité adaptative qui est mise en place plus tardivement (suite a I'apprétement antigénique
et I'activation des lymphocytes spécifiques d’antigene ; elle est impliquée dans l'initiation d’une

mémoire immunologique (Figure 1).
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Figure 1 : 'immunité innée et I'immunité adaptative. Le systeme immunitaire est constitué de deux

Facteurs du Complément

composantes, I'immunité innée et I'immunité adaptative. L'immunitée innée intervient dans les
premieres minutes suivant la détection d’un signal de danger et est peu spécifique. Elle comprend les
cellules phagocytaires ainsi que les barriéres épithéliales. Les cellules présentatrices d’antigénes
présentent les antigenes aux lymphocytes T, permettant la mise en place d’une réponse immunitaire
adaptative. Les cellules effectrices sont les lymphocytes B représentant le bras humoral et les
lymphocytes T représentant le bras cellulaire ; les lymphocytes sont le support de la mémoire
immunologique. D’aprés Abbas A.K LAH, Pillai S (2013), Les bases de I'immunologie fondamentale et
clinique.

L'immunité innée joue un réle essentiel dans la détection des signaux de danger : les cellules
immunitaires innées participent a I’élimination des composants reconnus (microbes, cellules
endommagées) et sont impliquées dans l'initiation d’une réponse adaptative. Différents acteurs
interviennent dans cette immunité innée en commencgant par les épithéliums, qui constituent des
barrieres physiques et biochimiques contre I'entrée de pathogene, ainsi que de nombreuses cellules

immunitaires aux propriétés phagocytaires. Les acteurs cellulaires de I'immunité innée, comme les

macrophages, ont de nombreux réles qui seront développés dans un prochain paragraphe.
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La deuxiéme composante du systeme immunitaire, 'immunité adaptative, se développe plus
lentement mais se caractérise par la mise en place d’une réponse spécifique d’antigénes et est le
support de la mémoire immunologique. Sa mise en place plus lente tient au fait que ce processus
nécessite de nombreuses étapes (activation/prolifération/différenciation) pour générer des

effecteurs cellulaires efficaces.

1. Les acteurs cellulaires

Les cellules épithéliales, composant les épithéliums continus de la peau ou des tractus
digestif, bronchique ou encore uro-génital, forment une frontiere imperméable pour les microbes,
empéchant leur entrée dans les tissus. En plus de leur fonction de clairance muco-ciliaire, les cellules
épithéliales produisent de nombreuses molécules capables de tuer ou neutraliser les
microorganismes, tels que des enzymes (lysozyme, phospholipases, peroxydases), des molécules
bactéricides (incluant des peptides antimicrobiens ; défensines, cathélicidines) ou encore des petites
molécules (ROS ou oxyde nitrique). La sécrétion du mucus joue également un rdle protecteur du fait

de caractéristiques chimiques (pH acide) (Porchet and Aubert, 2004; Tieu et al., 2010).

Lorsque les microbes parviennent a contourner cette premiére ligne défensive, ils se heurtent a une
deuxieme ligne de défense composée des cellules de I'immunité innée puis aux cellules de I'immunité
adaptative et aux facteurs solubles permettant leur élimination. Au sein de I'immunité innée, les

cellules immunitaires comprennent :

- des cellules d’origine myéloide, polynucléées (neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et
mononucléées (cellules dendritiques, macrophages et monocytes) ;
- descellules d’origine lymphoide (cellules Natural Killer (NK), les NKT, les « innate lymphoid cells »

(ILC), les lymphocytes T y6 non conventionnels (LTy&)).

L'immunité adaptative est composée exclusivement de cellules d’origine lymphoides, lymphocytes T

conventionnels (« T Cell Receptors » (TCR) ap) et des lymphocytes B.

a. Les cellules myéloides
Les cellules polynucléées (ou granulocytes) sont représentées par les neutrophiles, les
éosinophiles et les basophiles. Ces cellules sont générées dans la moelle osseuse et sont libérées dans
la circulation au stade de différenciation terminale. Ces cellules se caractérisent par la présence de
granules intracellulaires. Ils participent a I’élimination des microorganismes par phagocytose ou par

dégranulation (libération de molécules bactéricides stockées dans des granules intracellulaires). Les
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neutrophiles représentent la population de cellules immunitaires la plus importante dans la
circulation (environ 70 % des leucocytes). lls possedent également la capacité de libérer leur contenu
intracellulaire, nucléaire inclus, pour former un réseau extracellulaire d’ADN (NETs, « Neutrophils
extracellular traps ») auquel est associé de nombreuses molécules bactéricides (Rosales, 2018); ce
processus unique représenterait un élément essentiel de I'arsenal antimicrobien des neutrophiles

(Papayannopoulos, 2018).

En condition homéostatique, les neutrophiles sont recrutés dans les tissus en cas d’infection ou
d’inflammation, avec une durée de vie de quelques jours en I'absence d’activation ; par comparaison,
cette durée de vie peut étre de plusieurs semaines pour les éosinophiles et les basophiles (Geering
et al.,, 2013). Les basophiles et les éosinophiles représentent une faible proportion de cellules
immunitaires, entre 1 et 5% des leucocytes dans la circulation sanguine (Nadif et al., 2013). llIs
présentent un réle dans I'inflammation notamment dans les réactions allergiques mais aussi dans les
réponses antimicrobiennes et principalement antiparasitaire pour les éosinophiles (Rothenberg and
Hogan, 2006; Siracusa et al., 2013). Les granulocytes ne sont pas uniquement des cellules « tueuses »,
puisqu’ils participent a la régulation des réponses immunitaires, notamment via la production de
médiateurs solubles comme des cytokines (pro ou anti-inflammatoires) libérées dans le milieu
extracellulaire par dégranulation. Les granulocytes sont principalement éliminés par les macrophages

par phagocytose (Geering et al., 2013).

Les cellules mononucléées comprennent les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques
myéloides (DC ou dendritic cells). Les monocytes sont des cellules issues de la moelle osseuse et sont
uniqguement circulantes dans le sang ou elles représentent entre 2 % et 10 % de I'ensemble des
leucocytes, avec une durée de vie d’environ 24 heures. En cas d’infection/inflammation, les

monocytes sont recrutés dans les tissus ou ils peuvent se différencier en DC ou en macrophages, en

fonction de la nature des signaux regus localement. Les DC a I’état immature capturent les antigénes ;
si elles regoivent concomitamment un signal d’activation, elles vont migrer vers les organes
lymphoides drainants. Durant cette migration, les DC vont subir un processus de maturation les
rendant capables d’activer les LT naifs (processus de priming). Les macrophages restent

exclusivement tissulaires méme aprés la capture d’antigéne et/ou activation.

Les monocytes, les macrophages et les DC possedent la capacité de capturer les antigenes et de les
présenter via les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | (CMH-I) et de classe Il (CMH-II)

aux cellules de l'immunité adaptative. Les cellules mononucléées sont donc des cellules
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présentatrices d’antigénes (CPA) ; néanmoins, les DC sont qualifiées de CPA professionnelles du fait
de leur capacité unique a présenter les antigenes aux lymphocytes T naifs. Les macrophages ne sont
capables d’activer que les lymphocytes T mémoires présents également dans les tissus; leurs
propriétés seront détaillées dans un chapitre dédié a la biologie des macrophages. La capacité des
CPA de capter et présenter un antigene vient du fait qu’elles présentent une activité d’endocytose et
de phagocytose intrinseque ; plus importante pour les DC immatures. Localisées a I'interface entre
'immunité innée (capture d’antigénes et présentation antigénique) et I'immunité adaptative
(capacité d’activer les lymphocytes T), les CPA jouent donc un réle crucial dans l'initiation et la
régulation des réponses immunitaires adaptatives, mais également dans la régulation de

I'inflammation par la production de cytokines pro ou anti-inflammatoires et de chimiokines.

b. Les cellules d’origine lymphoide

i.  Les cellules de I'immunité innée d’origine lymphoide

Les cellules de I'immunité innée d’origine lymphoide comprennent les cellules NK qui
représentent la population majoritaire d’origine lymphoide de I'immunité innée et 5 a 20% des
lymphocytes circulants chez I'homme (Abel et al., 2018). Elles sont présentes a la fois dans le sang,
les organes lymphoides et les tissus périphériques. Les cellules NK possedent des granules contenant
de nombreux médiateurs régulateurs (cytokines et chimiokines) et cytotoxiques (perforines,
granzymes), préformés et libérés rapidement lorsqu’elles reconnaissent leurs cibles. Contrairement
aux LT, les cellules NK sont produites en dehors du thymus et ne présentent pas de TCR. Elles sont
pourvues de récepteurs hétérodimériques activateurs ou inhibiteurs aprés liaison au CMH-I, tels que
CD94/NKG2C activateur ou CD94/NKG2A inhibiteur ou encore des récepteurs appartenant a la famille
« Killer Immunoglobuline-like Receptors » (KIR) (Freud et al., 2017). Lorsque la cellule cible n’exprime
pas ou peu de CMH-I ou un CMH-I différent du soi, aucun signal d’inhibition s’oppose au signal
d’activation (interaction des récepteurs activateurs aux ligands de la cellules cible) dont résulte une

destruction.

Les cellules NKT présentent, a la différence des cellules NK, un TCR réarrangé impliqué dans la
reconnaissance d’antigenes lipidiques présentés par CD1d, glycoprotéine exprimée a la surface des
CPA. Il a été décrit qu’elles peuvent moduler les réponses immunitaires notamment I’activation des
lymphocytes B par la dégranulation de nombreuses cytokines (Zeng et al., 2013). Du fait que ces

cellules partagent des caractéristiques des cellules lymphocytaires innées (cellules granulaires avec
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production de cytokines rapides aprés activation) et des lymphocytes conventionnels, elles

représentent une population liant les deux immunités (Bennstein, 2017).

Les lymphocytes T yd intraépithéliaux, également appelés lymphocytes T non conventionnels,
expriment un TCR composé de chaines y et & peu diversifié (Vermijlen et al., 2018). Ces cellules ont
la particularité de reconnaitre de multiples antigenes en I'absence de molécule CMH, notamment des
antigenes exprimés par les cellules lors d’un stress. Cette reconnaissance entraine I’activation des
lymphocytes T y6 qui se manifeste par la production de cytokines (IFN-y, TNF et IL-17) ou des
médiateurs cytotoxiques (granzymes) permettant ainsi I’élimination de microbes, la régulation de

I'inflammation et le controle de I’'homéostasie tissulaire (Lawand et al., 2017).

Parmi les acteurs cellulaires d’origine lymphoide de I'immunité innée, les « Innate Lymphoid Cells »
(ILC) ont été découvertes dans le début des années 2000. Les ILC se répartissent en 3 groupes, les
ILC1, ILC2 et ILC3 et présentant des fonctions spécifiques a I'image de la classification des
lymphocytes T auxiliaires (Th1l, Th2 et Th17). N’exprimant pas les enzymes de recombinaison
« Recombination Activating Gene » (RAG), elles sont donc dépourvues de récepteur de I'antigéne
généré par réarrangements géniques (tels que ceux exprimés par les lymphocytes T et B) (Spits et al.,
2013). Les ILC1, comme les Th1, interviennent, apres activation par les interleukines (IL) IL-12, IL-15
et IL-18, dans I’élimination des cellules tumorales et de pathogenes intracellulaires (tels que les virus)
par sécrétion d’IFNy et de TNFa. Les ILC2 ont un rdle dans I'élimination des parasites extracellulaires
et des allergenes. Elles permettent la mise en place d’une réponse de type Th2 en sécrétant IL-4, IL-
5 et IL-13 aprés activation par IL-25 ou IL-33. Enfin, les ILC3 permettent I’élimination des microbes
extracellulaires (bactéries et champignons) et possedent, comme les cellules Th17 la capacité de
produire de I'lL-17 et de I'lL-22. Elles sont le plus souvent retrouvées dans les muqueuses ou elles
interviennent dans I’homéostasie de la flore commensale intestinale (Crinier et al., 2017; Vivier et al.,

2018).

ii. Les cellules de I'immunité adaptative d’origine lymphoide
La majorité des cellules lymphoides correspondent aux cellules de I'immunité adaptative que

sont les lymphocytes T conventionnels (TCR af) et les lymphocytes B.

Les lymphocytes T (LT) sont produits dans le thymus ou a lieu leur maturation a partir d’un précurseur
cellulaire d’origine médullaire. Les LT ont comme caractéristique d’exprimer de maniére clonale un
TCR spécifique pour un antigene, composé de chaines a et B. Ce TCR est associé au CD3 et CD4 ou

CDS8, distinguant deux familles de LT, les LT CD4+ et les LT CD8+ qui reconnaitront, respectivement,
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les antigenes présentés par le CMH-II et le CMH-I (Kumar et al., 2018). La premiére rencontre avec
I'antigéne spécifique du TCR, présenté par les DC matures, se déroule dans les organes lymphoides
secondaires. Cette activation des LT naifs nécessite 3 signaux, le premier est médié par la liaison CMH-
TCR, le deuxiéme est donné par 'interaction de molécules costimulatrices exprimées par la CPA aux
ligands exprimés par les LT et, le troisieme signal, qui conditionne la polarisation des LT effecteurs,
est fourni par les cytokines libérées par la DC. Les lymphocytes T effecteurs comprennent, pour les
CD4+, les différents sous-types de lymphocytes T auxiliaires tels que Thl, Th2, Thl7 ou encore les
lymphocytes T régulateurs et, pour les LT CD8+, les LT cytotoxiques et les lymphocytes T régulateurs.
La classification des lymphocytes T auxiliaires est basée sur le profil des cytokines qu’elles produisent
et sur leur fonction propre (Zhu et al., 2010). Les lymphocytes Th1 produisent des cytokines IL-2, IFN-
v et TNF-a et sont impliqués dans les réponses antimicrobiennes et antitumorales (Knutson and Disis,
2005; Zhu et al., 2010). Les lymphocytes Th2 sont caractérisés par la production des cytokines IL-4,
IL-5 et IL-13 et ont un réle dans les réponses antiparasitaires et dans les pathologies allergiques
(Nakayama et al., 2017). Les lymphocytes Th17, caractérisés par la production d’IL-17, sont impliqués
dans la réponse inflammatoire (Sandquist and Kolls, 2018). Enfin plus récemment a été décrit la
population Th22, produisant I'lL-22, impliquée dans I'immunité mucosale et la population Th9,
produisant I'lL-9, impliquée dans l'immunité antitumorales et dans les pathologies allergiques
(Kaplan, 2013; Kim et al., 2012). Les LT cytotoxiques participent a I’élimination des cellules tumorales
et des cellules infectées par des pathogénes intracellulaires via la production de médiateurs
cytotoxiques (perforine et granzymes) ou encore par I'expression de « récepteur de mort » comme
FAS ligand ou TRAIL (Barry and Bleackley, 2002). Les lymphocytes T régulateurs permettent de
maintenir une tolérance immunologique vis-a-vis du soi ou encore de réguler la réponse immunitaire
apres infection par I'expression de cytokines immunorégulatrices (IL-10 et TGF-b) (Luckheeram et al.,
2012). Apres activation, différenciation et prolifération, les LT effecteurs migrent vers les foyers
infectieux le temps de la réponse inflammatoire. En raison d’'un support de la mémoire
immunologique par I'immunité adaptative, un pool de LT effecteurs pourra se différencier en LT
mémoires qui seront réactivés lors d’'une nouvelle rencontre de I'antigéne. Cette activation, plus
rapide, se déroule dans les tissus et peut étre induite par des CPA autres que les DC, ainsi que par des
cellules n’exprimant que le CMH-I, activant dans ce cas uniquement les LT mémoires (Kumar et al.,

2018).
Tout comme les LT, les lymphocytes B (LB) subissent une maturation, dans la moelle osseuse et

deviennent matures naifs circulants dans l'organisme entre les différents organes lymphoides
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secondaires. Les LB naifs folliculaires présentent un « B Cell Receptor » (BCR) qui est constitué de
deux types d’'immunoglobulines (IgM et IgD) leur permettant de reconnaitre un antigéne spécifique
de fagon clonale et des molécules transductrices CD79a et b (Iga et IgB) (Chu and Arber, 2001; Noviski
et al., 2018). Dans le cas d’antigenes thymo-dépendants, |'activation des LB nécessite la présence
d’un antigene reconnu par le BCR et des signaux fournis par les LT auxiliaires via l'interaction
TCR/CMH-II renforcée par la liaison de molécules de costimulation. Cette interaction augmente
I’expression du CD40 exprimé par les LB et son ligand CD40L exprimé par les LT auxiliaires fournissant
un signal essentiel a I'activation des LB. En retour 'interaction du LT auxiliaire avec le LB achéve la
différenciation en lymphocytes « T follicular helper » (Tfh). Le Tfh sécrete des cytokines qui
participent également a I'activation du LB, tels que IL-2, IL-4 et IL-21 (Crotty, 2011). L’activation des
LB entraine leur différenciation en plasmocytes, cellules sécrétrices d'immunoglobulines. Chez une
personne de 70 Kg, environ 8 g d'immunoglobulines sont produites par jour (Jacquot and Boyer,
2006). Les immunoglobulines, présentes dans le sang et les fluides de I'organisme, participent a

I’élimination des cibles par différentes voies :

- I'activation du complément

- l'opsonisation des microorganismes permettant leur élimination par phagocytose via les
macrophages ou neutrophiles exprimant a leur surface des récepteurs spécifiques de la partie Fc
de I'immunoglobuline

-« Antibody Dependant Cellular Cytotoxicity » (ADCC) par les lymphocytes (Rajasekaran et al.,
2015)

Les lymphocytes B mémoires a durée de vie longue représentent le support de la mémoire humorale.

Il est important de noter que la présentation antigénique lymphocytaire est soumise a de nombreux
« checkpoints » contrdélant ce processus, tels que I'expression de molécules co-inhibitrices par les CPA
ou encore la présence de LT régulateurs permettant de limiter I'amplitude et la durée d’activation
des lymphocytes effecteurs et empéchant, notamment, I'activation de lymphocytes auto-réactifs

(Kumar et al., 2018).

2. Les acteurs moléculaires
Au sein de I'immunité innée, en plus de la composante cellulaire, existe de nombreux facteurs
solubles qui constituent la composante humorale. Ces facteurs solubles incluent les collectines, les
ficolines et les pentraxines qui sont regroupés sous le terme de « Pattern Recognition Molecule »

(PRM) (tableau 1). Ces PRM reconnaissent et se fixent sur des motifs endogénes comme exogenes
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reconnus comme des signaux de dangers. La fixation entraine leur neutralisation et leur agrégation
facilitant leur élimination par phagocytose. Les PRM présentent une activité d’opsonisation similaire
aux facteurs du complément qui leur attribue I'appellation d’opsonine. Ainsi, ces PRM ont un role de
pont moléculaire entre les motifs de danger reconnus et les récepteurs d’endocytose exprimés par
les phagocytes. Les neutrophiles, les macrophages et les DC représentent les sources majoritaires de

ces PRM (Doni et al., 2019).
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Tableau 1 : Les récepteurs ou molécules intervenant comme senseurs de I'immunité innée et les

principaux membres de leur famille.

Localisation

Pattern Recognition

Extracellulaire
Molecule ou PRM

Famille
Collectines

Ficolines
Pentraxines

TLR membranaires

Membres
Clq, MBL, SP-A, SP-D, CL-43,
CL-46, CL-P1, CL-L1, CL-K1
Ficolin-1, Ficolin-2, Ficolin-3
PTX3, CRP, SAP
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6

Récepteurs d’épuration

Membrane RdeAal
plasmique ou Scavenger receptor (SR) SRdeAa
Récepteurs C-type Mincle, Dectin-1, DNGR-1,
- lectin-like (CLR) MICL, CLEC1, CLEC2
Pattern Recognition Endosomes TLR endosomaux TLR3, TLR7, TLR8, TLR9
Receptors ou PRR
Récepteurs de type NLR NOD-1, NOD-2, NLRA, NLRB,
P vp NLRC3-5, NLRX1, NLRP1-14
Cytoplasme Récepteurs de type RLR RIG-1, MDAS5, LGP2

AIM2, IFI16, STING, cGAS,

Récepteurs de type ALR DNA-PK, DDX41, Rad50, DAI

Les collectines présentent une partie similaire au collagéne et une partie lectine a six domaines
« Carbohydrate Recognition Domain » (CRD), qui reconnait des sucres (mannose, fucose) présents a
la surface des microbes. Les collectines (MBL, SP-A et SP-D) présentent aussi la capacité de se lier aux
cellules apoptotiques, dont la nature des motifs reste inconnue, et de faciliter leur élimination par les
macrophages alvéolaires (Vandivier et al., 2002). Bien qu’étant dépourvue de motif CRD, la protéine
Clqg appartient également a la famille des collectines sur la base d’homologies structurales et
fonctionnelles. Le systeme du complément représente I'un des principaux bras effecteurs de la
réponse immunitaire innée contre les pathogénes (Bottazzi et al., 2010). Par l'activation du
complément, Clq est impliqué dans la phagocytose des bactéries, la neutralisation de virus et le

maintien de la tolérance (élimination des cellules apoptotiques) (Stoermer and Morrison, 2011).

Chez ’'Homme, 3 ficolines ont été décrites et leur structure est semblable au collectines ; néanmoins,
les ficolines ne possedent pas de CRD mais présentent un domaine de type fibrinogéne organisé sous
la forme d’une structure globulaire similaire a celle du CRD. Ce domaine participe également a la
reconnaissance de motifs microbiens, notamment des motifs glucidiques des bactéries Gram positif
et négatif (N-acétylmannosamine et N-acétylglucosamine) et a leur élimination par la voie des

lectines du complément (Endo et al., 2011).
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Enfin, les pentraxines sont classées en deux groupes, les pentraxines courtes, composées de « C
reactive protein » (CRP) et « Serum amyloid P component » (SAP), et les pentraxines longues
composées de plusieurs protéines dont la molécule « Pentraxin 3 » (PTX3) constitue le prototype.
Elles interviennent dans la reconnaissance de motifs de nombreux microorganismes (champignons,
bactéries, virus et parasites) facilitant leur élimination par phagocytose. Elles participent également
a I'’élimination des cellules mortes, notamment par la reconnaissance de chromatine (qui s’accumule
ala surface des cellules mortes) ou encore des molécules ribonucléaires. L’agrégation des pentraxines
sur les éléments ciblés entraine I'activation de la voie alterne et de la voie classique du complément

par interaction avec Clq (Bottazzi et al., 2010).

L'autre famille de molécules impliquées dans la détection des signaux de danger est composée
des récepteurs cellulaires appelés « Pattern Recognition Receptors » (PRR) (Tableau 1). Ces PRR sont
localisés dans la membrane plasmique, dans le cytoplasme ou dans les endosomes. Les PRR peuvent
avoir un rble dans I’endocytose et/ou dans la signalisation cellulaire. Les récepteurs intervenant dans
I’endocytose comprennent, principalement, les récepteurs d’épuration ou « scavenger receptors »
(SR) et les « C-type lectin receptors » (CLR). Définis comme des récepteurs fisant les LDL oxydés, les
SR fixent de nombreux éléments, microbiens et endogénes (cellules mortes, molécules altérées,
acides nucléiques) (Canton et al., 2013). Les CLR constituent un large groupe dont les protéines
portent un domaine « C-type lectin-like domain» (CTLD) impliqué dans la reconnaissance de
carbohydrates de maniere dépendante du calcium (Chiffoleau, 2018; Hoving et al., 2014). Les CLR
présentent également des propriétés de signalisation conduisant a I'activation de la voie NF-kB (Loeb
and Drickamer, 1988). Parmi les récepteurs ayant des propriétés de signalisation, les « Toll-like
receptors » (TLR) sont exprimés au niveau de la membrane plasmique (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, et
TLR6) ou au niveau des endosomes (TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9). Les TLR fixent une grande diversité de
ligands. Ils peuvent étre de nature endogénes provenant des tissus ou des cellules de I'organisme,
tels que des « Apoptotic Cell-Associated Molecular Patterns » (ACAMP), des protéines ou des
peptides (fibrinogéne et fibronectine) (Gregory and Devitt, 2004; Yu et al.,, 2010). lls peuvent
également étre de nature exogenes, tels que des « Pathogen-Associated Molecular Patterns »
(PAMP), comme les LPS par TLR4 ou les acides nucléiques microbiens par les TLR endosomiaux
(Kawasaki and Kawai, 2014). L’engagement des TLR conduit a I’activation des voies IRAK/TRAF, MAPK,
IRF ou NF-kB, aboutissant a la synthése de médiateurs inflammatoires (tels que IL-6, IL-12, TNFa)
et/ou antiviraux (tels que les interférons de type ) (Kawasaki and Kawai, 2014). Dans certains cas, la

signalisation des TLR nécessite une coopération avec des SR comme cela a été décrit dans la neuro-

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique X8 || 23



inflammation induite par TLR2 nécessitant un assemblage avec le récepteur SR, CD36 (Abe et al.,
2010) Enfin, il existe des récepteurs présents dans le cytoplasme et reconnaissant des motifs
bactériens et viraux mais aussi des motifs du soi cytosoliques. Ces récepteurs comprennent les
récepteurs de la famille « NOD-like receptors » (NLR), « RIG-like receptor » (RLR) et la famille « AIM2-
like receptors » (ALR). La liaison de ces récepteurs a leurs ligands conduit notamment a la formation
de I'inflammasome pour les récepteurs NLR et ALR (Dostert et al., 2008; Fernandes-Alnemri et al.,
2009) tandis que I'engagement des récepteurs RLR (senseur des ARN viraux double brin) conduit a

une activation des molécules MyD88 et MAVS (Reikine et al., 2014).

b. Biologie des macrophages

Les macrophages ont été décrits pour la premiére fois en 1883 par Metchnikoff comme étant des
phagocytes. Présents dans tous les tissus de I'organisme, ils présentent une grande plasticité
fonctionnelle, allant de I'immunité antimicrobienne a I’homéostasie tissulaire en passant par la

réparation tissulaire.

i. Origine(s)
1. Ontogénie des macrophages

Les données sur l'origine des macrophages résidents dans les tissus proviennent

essentiellement d’études menées chez la souris.

La colonisation des tissus par les macrophages se déroule en plusieurs étapes successives des
les premiers stades du développement (Figure 2). Dans un premier temps, au jour embryonnaire (E)
8 chez la souris, au cours de I'"hématopoiese primitive, se développent les érythroblastes, les
mégacaryocytes et les macrophages a partir des ilots sanguins issus du mésoderme du sac vitellin
(Ginhoux and Guilliams, 2016; Hoeffel and Ginhoux, 2018; Wynn et al., 2013). Cette étape primitive
est suivie par 'hématopoiese définitive qui se déroule transitoirement dans le foie feetal a partir des
progéniteurs érythromyéloides (EMP), formés dans le sac vitellin et qui sont circulants vers E8.5, avec
la mise en place de la circulation sanguine. Ces EMP permettent la génération de cellules
érythrocytaires et myéloides, dont les monocytes (Ginhoux and Guilliams, 2016). Dans I'étude de
Hoeffel (Hoeffel et al., 2015), les auteurs discriminent deux types d’'EMP, (i) les EMP précoces qui, au
cours de la phase primitive a E7.5, donnent naissance principalement aux macrophages primitifs et
(i) les EMP tardifs a E8.25, ces EMP permettront toujours la génération de macrophages issus du sac
Vitellin et qui migreront dans le foie foetal a E9.5 pour induire les progéniteurs myéloides (incluant

les premiers monocytes feetaux).
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L'apparition des macrophages dans les tissus débute dés la mise en place de la circulation
sanguine. Dans le cerveau, les macrophages résidents (microglie) proviendraient exclusivement des
macrophages primitifs (Ginhoux et al., 2010). Vers E13.5, les monocytes feetaux vont gagner la
circulation puis tous les tissus de I'embryon remplagant les premiers macrophages, a I’exception du
cerveau dd a la mise en place de la barriere hémato-encéphalique (Hoeffel and Ginhoux, 2018). Vers
E10.5, une troisieme vague de progéniteurs ou cellules souches hématopoiétiques (CSH) immatures
se forme a partir de la région de l'aorte dorsale (région aorte-gonade-mésonéphros) et dans les
arteres ombilicales et vitellines pour donner des CSH matures dans le foie foetal. Ces CSH présentent
une activité proliférative et constitueront un stock suffisant de cellules dans le foie pour coloniser la
moelle osseuse lorsque cette derniére sera formée vers E17.5 (Hoeffel and Ginhoux, 2018). Les CSH
ont la capacité de multipotence pouvant donner naissance a un progéniteur myéloide se différenciant
en progéniteur commun « granulocyte, monocyte and dendritic cell progenitor » (GMDP). Les
monocytes et les DC partagent un méme progéniteur appelé « monocyte and dendritic cell
progenitor » (MDP). Le MDP produit un précurseur de monocytes (cMOP) et un précurseur des DC
(Breton, 2015). Chez I'adulte, les monocytes assurent le maintien du pool de macrophages résidents
a longue vie en cas d’inflammation mais aussi a I’équilibre pour préserver I’homéostasie tissulaire.
Chez 'Homme, il est accepté que les monocytes du sang périphérique sont les précurseurs des
macrophages tissulaires participant au maintien du pool des macrophages résidents par leur
recrutement local via des cytokines (M-CSF) ou des chimiokines (CCL2). Des études chez la souris ont
mis en évidence ce mécanisme dans le derme, l'intestin, le foie, la rate et la cavité péritonéale
(Hoeffel and Ginhoux, 2018). Cependant, il a été démontré chez la souris que les macrophages
résidents peuvent proliférer, permettant également de maintenir le pool de macrophages tissulaires

(Bosurgi et al., 2017; Jenkins et al., 2011).
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Figure 2 : Ontogénie des macrophages chez la souris. Dés les premiers stades embryonnaires, au
cours de I'hématopoiése primitive, les premiers macrophages sont formés et permettent la formation
de la microglie chez I'adulte. Une deuxiéme vague, a partir des progéniteurs érythromyéloides (EMP)
qui sont formés dans le sac vitellin donnent les macrophages tissulaires et les premiers monocytes
feetaux via les EMP tardifs. Enfin, la troisieme vague permet la génération de monocytes et de
macrophages issus des cellules souches hématopoiétiques (CSH). Figure adaptée (Hoeffel and
Ginhoux, 2018).

2. Facteurs de survie et de différenciation
Trois cytokines sont impliquées dans la génération et la survie des macrophages humains: IL-
34, « Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor » (GM-CSF) et « Macrophage Colony-

Stimulating factor » M-CSF (Figure 3). Chez la souris, seul le M-CSF permet la survie et la

différenciation des monocytes en macrophages.

Le M-CSF, ou CSF-1, est une protéine de 554 acides aminés codée par le gene csf-1 localisé sur le
chromosome 1 (1p13.3) chez 'Homme. M-CSF est exprimé constitutivement et de fagon ubiquitaire
(Hamilton et al., 2016). Du fait de son réle dans la survie et la différenciation des monocytes en
macrophages, des souris déficientes en M-CSF (Csf1 °”/°?) présentent une ostéoporose précoce due a
une diminution du nombre d’ostéoclastes ainsi que de sévéres retards de développement et de
croissance (Dai et al., 2002; Hamilton, 2008). Le récepteur décrit au M-CSF est CD115 (ou CSF1R),

récepteur de type tyrosine kinase couplé aux voies de signalisation PI3K/Akt et Grb2/MAPK.

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique X8 | 26



L'expression du CD115 est retrouvée sur les cellules de la lignée monocytaire, les cellules

endothéliales, les trophoblastes, les progéniteurs neuraux et les cellules épithéliales (Dai et al., 2002).

L’IL-34, protéine de 224 acides aminés, est codée par le géne il34 situé sur le chromosome 16 humain
(16922.1). Trois récepteurs ont été décrits pour I'lL-34 : CD115 pour lequel elle posséde une plus
grande affinité que le M-CSF, PTPZ, exprimé dans le systéme nerveux central et le rein, et CD138,
exprimé de facon ubiquitaire et impliqué dans la migration des cellules myéloides (Segaliny et al.,
2015). A I'inverse du M-CSF, IL-34 a une expression constitutive restreinte a I'épiderme cutané et au
cerveau. Elle joue donc un réle important dans la survie et la différenciation de la microglie et des

cellules de Langherans (Wang et al., 2012).

Le GM-CSF (ou CSF-2) est une protéine de 144 acides aminés, codée par le gene csf2 localisé sur le
chromosome 5 humain (5gq31.1). Le récepteur décrit au GM-CSF est un hétérodimére composé d’une
chaine a de faible affinité (CSF2Ra ou CD116) et d’une chaine B transduisant le signal (CSF2RpB ou
CD131). CD116 est exprimé par les cellules endothéliales, les monocytes et les macrophages, les
granulocytes et les lymphocytes. La fixation du ligand sur cet hétérodimere active le facteur de
transcription STATS et la voie de signalisation PI13K/Akt (Hamilton et al., 2016). Chez un sujet sain a
I’état normal, le GM-CSF est indétectable dans la circulation, a la différence des deux autres facteurs
de survie et de différenciation. En effet, le GM-CSF est uniquement produit en réponse a une
activation cellulaire par les macrophages, LT, LB, cellules endothéliales ou encore fibroblastes
(Hamilton, 2008; Hamilton et al., 2016). Le GM-CSF présente également un réle dans le maintien du
pool de macrophages tissulaires, en particulier dans l'intestin et les poumons (Lavin et al., 2015) et

intervient également dans la différenciation des DC et des granulocytes.
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Figure 3 : Les facteurs de survie et de différenciation des macrophages humains. Représentation
graphique des effets du M-CSF, de I'lL-34 et du GM-CSF sur la génération de macrophages M2 et M1,
respectivement. Schéma tiré de (Jeannin et al., 2018).

ii. Diversités phénotypiques et réles physiologiques des macrophages
1. Réles physiologiques des macrophages

Les macrophages possédent de nombreux réles physiologiques qui vont au-dela de leur
simple activité immunitaire. Certains de ces roles seront similaires entre tous les macrophages de
I'organisme (Figure 4) mais certains roles seront spécifiques en fonction du tissu dans lequel ils sont
localisés. Il est clairement établi aujourd’hui que la diversité phénotypique et fonctionnelle des
macrophages est conditionnée par la nature des signaux présents localement (exprimés par les
cellules de I'environnement). Ces signaux orientent donc le macrophage vers I’acquisition d’un profil
adapté pour répondre a un microbe, une lésion tissulaire ou une cellule apoptotique. Cette capacité

a s’adapter a une trés grande diversité de signaux s’appelle plasticité fonctionnelle (Xue et al., 2014).
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Figure 4 : Propriétés et fonctions des macrophages. Les macrophages sont des cellules d’origine
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myéloide, intervenant dans I'immunité inée, avec des propriétés de phagocytose et de sécrétion de
médiateurs solubles trophiques, pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. Les macrophages étant
également des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), ils permettent I'élaboration d’une réponse
immunitaire adaptative. Toutes ces propriétés conferent aux macrophages de nombreuses fonctions
au cours de processus physiologiques.

a. Phagocytose

La phagocytose est un processus permettant d’internaliser des micro-organismes ou des
cellules apoptotiques afin de les éliminer. Cette propriété est commune a toutes les cellules
myéloides mononucléées (monocytes, macrophages et DC) et polynucléées (neutrophiles). La
détection des éléments a phagocyter s’effectue via différents récepteurs membranaires. Cependant
le phénotype induit est tres différent en fonction de la nature des éléments internalisés : alors que la
phagocytose des microbes induit, généralement, un profil inflammatoire, I'internalisation des cellules
en apoptose précoce induit un profil immunorégulateur (Gordon, 2016). La phagocytose peut étre
directe (via les PRR) ou indirecte (via les récepteurs aux immunoglobulines membranaires ou aux
facteurs du complément). Les PRR reconnaissent directement des motifs présents sur des cellules
apoptotiques, tels que les phosphatidyles sérines alors que les récepteurs membranaires comme les
récepteurs Fc (FcR) : les récepteurs activateurs FcyRI, FcyRIIA et FcyRlll, le récepteur inhibiteur FcyRIIB

et les récepteurs au complément (CR) : CR1, CR2, CR3 et CRIg sont dit récepteurs d’opsonisation car
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ils reconnaissent, respectivement, les immunoglobulines et les facteurs du complément facilitant la
phagocytose indirecte (Gordon, 2016; Rosales and Uribe-Querol, 2017). La liaison a un récepteur
permet « I'engloutissement » de la particule par un mécanisme dépendent de la composition des
phosphoinositides permettant la création de pseudopodes puis du phagosome aprés endocytose. Par
la suite, les phagosomes fusionnent avec des endososomes et des lysosomes formant des
phagolysosomes ol sont présents un arsenal d’effecteurs antimicrobiens et hydrolitiques tels que
des anions superoxydes, des ROS, du NO ainsi que des protéines et enzymes lysosomiales (Flannagan

etal., 2012).

En présence de signaux de dangers, les PRR vont reconnaitre des motifs de cellules endommagées ou
microbiens. A titre d’exemple, Dectin-1 reconnait le B-glucane présent sur certains des champignons
et bactéries. Les SR, les CLR et les TLR reconnaissant des PAMP, comme le LPS, ou des « Damage-
Associated Molecular Patterns » (DAMP), tels que des protéines du réticulum endoplasmiques ou
nucléaires (Poon et al., 2014; Roh and Sohn, 2018). Ceci conduira a la phagocytose et entrainera une

activation cellulaire en réponse a la détection du signal de danger.

b. Activité inflammatoire

La réaction inflammatoire est un mécanisme de défense contre un micro-organisme ou le soi
endommagé, caractérisée initialement par 'activation du systéme immunitaire et principalement de
sa composante innée, impliquant notamment les macrophages (Oishi and Manabe, 2018). Suite a la
détection et/ou la phagocytose d’éléments étrangers, les macrophages tissulaires activés produisent
de nombreuses cytokines et chimiokines permettant de répondre au signal de danger. L’intensité de
la sécrétion est directement corrélée a la concentration des signaux de danger présents dans
I’environnement du macrophage (Santos et al., 2006). Sont produites des cytokines pro-
inflammatoires, telles que I'lL-6, I'IL-1B, le TNFa, et des cytokines permettant la mise en place d’une
réponse pro-Thil, via la synthése d’IL-12 ou d’une réponse pro-Th17, via la synthése d’IL-23 ou d’IL-
21. De nombreuses chimiokines interviennent dans le recrutement des cellules myéloides et

lymphoides sur le site de I'inflammation (Atri et al., 2018).

c. Résolution de I'inflammation
Une fois I'élimination des micro-organismes ou des cellules lésées réalisée, les macrophages
participent a la résolution de I'inflammation nécessaire pour la réparation tissulaire et éviter une
chronicité potentiellement délétere. Cette étape implique la sécrétion de cytokines anti-

inflammatoires, telles que IL-10 et TGF-B (Wynn and Vannella, 2016). Les macrophages peuvent
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également atténuer I'inflammation en sécrétant, dans des vésicules, les médiateurs SOCS1 et SOCS3
qui seront captés par les cellules épithéliales, inhibant les facteurs de transcription STAT3 et STAT1
et empéchant la synthése de cytokines pro-inflammatoires (Bourdonnay et al., 2015). La composition
de I'environnement participe également a la résolution de I'inflammation ; ainsi, des lipoprotéines de
haute densité ou « High-density lipoprotein » (HDL), inhibent la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires par les macrophages (De Nardo et al., 2014).

d. Réparation tissulaire et cicatrisation

Les macrophages ont un réle majeur dans la réparation tissulaire et la cicatrisation (Figure 5)
(Minutti et al.,, 2017). La réparation tissulaire peut, schématiquement, étre divisée en 4 étapes
successives : I'hémostase, I'inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage tissulaire (Ding
and Tredget, 2015; Thiruvoth et al., 2015). Une étude dans un modeéle murin a montré que la
déplétion des macrophages induit des défaillances dans la réparation tissulaire et la cicatrisation,
telles que: une néovascularisation réduite, une hémorragie sévére dans les tissus de la plaie,
I’altération de la régénération de I'épithélium et de la formation d’une cicatrice (Lucas et al., 2010).
Des résultats similaires ont été observés sur la salamandre adulte qui perd la capacité régénératrice
de ses membres aprés déplétion des macrophages (Godwin et al., 2013). Des les premiers temps
apres l'apparition de la blessure, les plaquettes initient la formation du caillot sanguin et sécretent
des médiateurs permettant, respectivement, le recrutement et la migration des macrophages et des
fibroblastes (Piran et al., 2018; Thiruvoth et al., 2015). De nombreux DAMP et PAMP agissent sur les
macrophages et entrainent leur activation, qui initie la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et
de chiomokines comme dit précédemment. A la suite de I'inflammation et de la résolution de
I'inflammation, les macrophages, via la sécrétion de facteurs de croissance comme TGF-B et VEGF-A,
agissent sur la différentiation des myofibroblastes pour fermer la blessure et sur les cellules
endothéliales pour former de nouveaux vaisseaux. Les macrophages sécretent également d’autres
facteurs de la famille des « Epithelial Growth Facteur » (EGF), tels que HB-EGF, OSM et PDGF, qui
induise la migration et la prolifération des kératinocytes et des fibroblastes nécessaires a la
régénération tissulaire (Krzyszczyk et al., 2018; Pohin et al., 2016; Shirakata et al., 2005). Enfin, au
cours du remodelage tissulaire, les macrophages participent activement a la décomposition des
composants de la matrice extracellulaire notamment via la sécrétion de métalloprotéases (MMP) qui
dégradent les protéines de la matrice cicatricielle et les éliminent par phagocytose. En effet, le dépot
de collagene doit s'arréter, sinon sa scarification causera une perte de la fonction tissulaire. Par

conséquent, la dégradation et la reconstruction de la matrice, qui caractérisent les étapes finales du
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processus de cicatrisation, doivent étre controlées pour assurer la pérennité du tissu lésé et éviter sa

scarification (Minutti et al., 2017).

A Hémostase - Inflammation B Formation tissulaire
Plaquettes
Caillot sanguin _ e >3 Kératinocytes proliférants
- Kératinocytes 1 Kératinocytes
@99 & & & 9 9 dEdle s & &
A
- Matrice extracellulaire J.J.o - Matrice extracellulaire
P —~ - Fibroblaste "‘Q L) e —  Myofibroblaste
> > S

T hil . g
Neutrophile —~ Macrophage Neutrophile — = [
% .L,. =
o > ey DAMP / PAMP ° o /L -a/ e Macrophage
- > | o g fL,.\‘s
W, 0 o " Lo i o- __‘io
™
: t

Chimiokines - y ) Monocyte Facteurs
Cytokines = . trophiques

Vaisseau sanguin Vaisseau sanguin

c Remodelage tissulaire

——— Kératinocytes
¢ 99 9 9eE L e e

— Matrice extracellulaire

e 4 Wl —  Myofibroblaste

- ~— Fibroblaste

# 'g} \

P > ‘\ |

= {&A ~ Macrophage

"'g ’ Métalloprotéase

— Vaisseau sanguin

Figure 5 : Mécanismes de réparation tissulaire et de cicatrisation. Résumé de la réparation tissulaire
et de la cicatrisation qui est composée d’un enchainement de 4 étapes : ’hémostase, I'inflammation
(A), la formation tissulaire (B) et le remodelage tissulaire (C). Les macrophages ont un réle crucial
dans chacune de ces étapes. lls interviennent dans le recrutement et la mise en place d’une réponse
inflammatoire, de la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes et de la prolifération des
kératinocytes a 'origine de la fermeture de la blessure et du tissu néoformé et ils participent enfin
au remodelage tissulaire. Figure adapté de (Minutti et al., 2017).

e. Rdles spécifiques des macrophages tissulaires
Certains macrophages tissulaires présentent des fonctions spécifiques propres au tissu dans

lequel ils se trouvent.
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Les ostéoclastes participent au remodelage osseux. lls sont générés a partir de monocytes en
présence de la cytokine RANKL, notamment exprimée par les cellules stromales de la moelle osseuse.
Les ostéoclastes participent a la résorption osseuse, ils sécrétent des protons et des enzymes
protéolytiques pour, respectivement, dissoudre les minéraux et dégrader les protéines de la matrice

osseuse (Feng and Teitelbaum, 2013).

Les cellules de Kupffer représentent les macrophages hépatiques, présents dans le revétement
sinusoidal (Dixon et al., 2013). Une des principales fonctions des cellules de Kupffer est I’élimination
des agrégats protéiques, des globules rouges sénescents et des débris cellulaires circulaires
(Willekens et al., 2005). Elles participent également a la surveillance immunitaire face aux antigenes
alimentaires et aux pathogenes issus de la flore intestinale puisque le foie recoit 75 % de son apport
sanguin de lintestin via la veine porte (Lapierre and Alvarez, 2007). Les cellules de Kupffer
représentent le pool de macrophages le plus abondant de l'organisme et participent donc a
I’'homéostasie en protégeant I'h6te et ont la capacité de déclencher des réponses immunogénes ou
tolérogenes par la production d’IL-10 et de PGE; et une expression faible des molécules de
costimulation et du CMH-II (Crispe, 2011; You et al.,, 2015). Les cellules de Kupffer participent
également au métabolisme hépatique : ils expriment les genes impliqués dans le métabolisme du fer
(I'absorption, le traitement et I'exportation du fer) controlé par les facteurs de transcription SPI-C et
NRF2 (Scott and Guilliams, 2018). lls participent également au métabolisme lipidique par une
expression élevée des facteurs de transcription « Liver X Receptors » (LXR) et « Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor » (PPAR). Ces facteurs de transcription sont impliqués dans
I’expression des génes ABCA1 et ABCG1 codant pour des transporteurs d’efflux des HDL transportés

aux hépatocytes (Hong and Tontonoz, 2008; Scott and Guilliams, 2018).

Les macrophages alvéolaires jouent un réle essentiel dans I'élimination des particules, des microbes,
de la poussiere et des polluants inhalés. lls participent également a la régulation du renouvellement
du surfactant qui est produit par les cellules épithéliales alvéolaires. En |'absence des macrophages
alvéolaires, le surfactant s'accumule dans les alvéoles et compromet les fonctions pulmonaires

(Gordon and Pluddemann, 2017).

Les macrophages cardiaques, présents dans le nceud atrioventriculaire, participent a I’homéostasie
cardiaque. lls expriment la connexine-43, impliquée dans les jonctions intercellulaires, qui permet
d’augmenter le potentiel de membrane au repos des cardiomyocytes et accélere leur repolarisation.

Une étude récente a montré que la déplétion de ces macrophages conduit a une réduction de la
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conduction auriculo-ventriculaire, amenant un défaut de transmission électrique entre les oreillettes

et les ventricules du cceur (Silvestre and Vandecasteele, 2018).

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du systéme nerveux central (SNC). Ils
représentent une population unique de cellules myéloides de par son origine (cf ontogénie des
macrophages) et ses fonctions. L’IL-34, constitutivement produite dans le cerveau, permet la survie
et la différenciation des cellules microgliales. Comme ses homologues périphériques, elles participent
al’élimination des pathogéenes et favorisent la réparation tissulaire. Cependant, elles participent aussi
a la régulation du développement embryonnaire et la régulation physiologique des réseaux
neuronaux et synaptiques chez I'adulte. Contrairement aux premiéres idées, les cellules microgliales
sont trés dynamiques; des études ont notamment montré, dans des souris dont les cellules
microgliales exprimaient la GFP, les déplacements continuels des prolongements de la microglie dans
le néocortex (plusieurs micrométres par minutes) (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005).
Leur rble dans ’homéostasie cérébrale passe par le maintien des gradients ioniques qui permettent
la propagation des potentiels d’actions entre les neurones mais aussi en captant les
neurotransmetteurs libérés en excés (Kettenmann et al.,, 2011). En cas de lésion axonique, les
microglies activées peuvent se positionner sur le corps cellulaire du neurone lésé et éliminer les
terminaisons synaptiques inutiles dans le rétablissement du réseau neuronal (Blinzinger and
Kreutzberg, 1968; Trapp et al., 2007) ; ce processus est appelé « synaptic stripping » (Kettenmann et
al., 2013).

2. Dichotomie M1-M2

Les macrophages présentent de nombreuses fonctions qui sont constamment adaptées a la
nature des signaux présents dans leur environnement. |l est donc possible d’'imaginer qu’il existe une
multitude de combinaisons de signaux donnant naissance a autant de phénotypes différents (Xue et
al., 2014). Toutes ces facettes, illustrant la diversité des macrophages, rend toute classification tres
complexe. Néanmoins, afin de faciliter la compréhension de leur biologie, une classification a été
proposée au début des années 2000, sur le modeéle de la polarisation lymphocytaire Th1/Th2,
opposant les macrophages M1 dits inflammatoires (ou classiquement activés) aux macrophages M2
immunosuppresseurs (ou macrophages activés de fagon alternative) (Mantovani et al., 2002) (Figure
6A). Cette classification s’est ensuite affinée, notamment pour les macrophages M2 avec la définition
de 3 sous-classes, M2a, M2b et M2c (Mantovani et al., 2004b) (Figure 7). Enfin, en 2008, cette
classification fut actualisée en prenant en compte le continuum d’états fonctionnels avec trois sous-

populations de macrophages : les macrophages activés par la voie classique (en référence aux
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macrophages M1 inflammatoires), les macrophages immunorégulateurs et les macrophages

réparateurs (Mosser and Edwards, 2008) (Figure 6B).

A
Macrophages M1 Macrophages M2
Inflammatoires Immunosuppresseurs
Classiquement activés Alternativement activés
I 000000 ]
B

Macrophages classiquement activés

Macrophages
réparateurs

Macrophages
régulateurs

Figure 6 : La classification des macrophages. Au début des années 2000, une classification des
macrophages est proposée sur la base de la classification lymphocytaire Th1/Th2 (A) (Mantovani et
al., 2002), elle oppose les macrophages M1 aux macrophages M2, autrement dit les macrophages
aux propriétés inflammatoires résultant d’une activation classique (IFNy ou LPS) aux macrophages
ayant des propriétés immunosupressives a la suite d’une activation alternative (IL-4). En 2008, une
étude propose une évolution de la classification des macrophages en 3 dimensions (B) (Mosser and
Edwards, 2008). Elle met en évidence les nombreux profils macrophagiques par I'utilisation d’un
nuancier de couleurs évoluant autour de 3 pdles représentant 3 catégories : les macrophages
classiquement activés, les macrophages réparateurs et les macrophages régulateurs. Figure adaptée
de (Mosser and Edwards, 2008).

a. Les macrophages de type M1
Les macrophages M1 sont inflammatoires et microbicides. lls sont générés en présence de
GM-CSF qui est sur-exprimée en cas d’inflammation (Jeannin et al., 2018). Le profil inflammatoire
peut étre accentué en présence d’IFN-y et révélé apres une stimulation par des endotoxines ou autre
PAMP (Mantovani et al., 2002) (Figure 7). lls expriment et sécrétent, aprés activation, de nombreux
médiateurs inflammatoires. lls expriment fortement le CMH-Il, ainsi que les molécules de
costimulation, CD80 et CD86 (Mantovani et al., 2002). Les macrophages M1 favorisent la génération

de lymphocytes Thl, notamment en favorisant leur recrutement (production de CXCL10) et leur
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activation (via la synthese d’IL-12). La synthése d’IL-1 et d’IL-23 par les macrophages M1, induit la
génération de lymphocytes Th17. Les M1 sécretent également les cytokines IL-1-, IL-6, TNFa et de
nombreuses chimiokines, telles que I'lL-8 et peu de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGFB). lls
sécretent également des molécules microbicides telles que des dérivés réactifs de I'oxygene (ROS)
comme |'anion superoxyde (027) ou le peroxyde d’hydrogene H,0, (Martinez et al., 2006; Tan et al.,

2016).

D’un point de vue métabolique, les macrophages M1 ont un profil a dominante glycolytique,
I'utilisation du glucose comme source énergétique conduisant a la réduction du pyruvate en lactate
et son export hors de la cellule (Geeraerts et al., 2017). Ce profil est médié par le facteur de
transcription HIF1-a qui augmente I'expression de nombreux genes codant pour des acteurs de la
glycolyse, tels que I'enzyme « Lactate dehydrogenase A » (LDHA) et le transporteur « Glucose
Transporter 1 » (GLUT1) qui contrélent, respectivement, la formation de lactate et la capture de
glucose (Jung et al., 2019). La glycolyse permet la synthése des cytokines pro-inflammatoires mais
aussi l'utilisation de la voie des pentoses phosphates afin de générer le NAPDH, co-facteur pour la
production du NO. Les M1 sollicitent aussi les voies de la synthése d’acide gras et de I'arginine,

intervenant dans la formation du NO.

Des études chez la souris ont confirmé que, malgré un métabolisme majoritairement glycolytique, le
métabolisme oxydatif était aussi associé au profil M1 faisant de la mitochondrie une organelle
indispensable a leur génération. Tout d’abord, les M1 murins présentent une accumulation du citrate
et du succinate, di a deux cassures au sein du cycle de Krebs et qui participent a la stabilisation du
facteur de transcription HIF1-a et a I'acquisition de propriétés inflammatoires et microbicides (Diskin
and Palsson-McDermott, 2018; O'Neill and Pearce, 2016). Il apparait aussi que la présence de
bactéries vivantes conduit a une réorganisation de la structure des complexes formant la chaine
respiratoire mitochondriale et dont I'activité du complexe Il est responsable d’une sécrétion accrue
de cytokines pro-inflammatoires (Garaude et al., 2016). De plus, une stimulation au LPS provoque un
transport inverse des électrons au sein de la chaine respiratoire, conduisant a la synthese de ROS qui
favorisent la synthese de cytokines pro-inflammatoires (Mills et al., 2016). A noter qu’une étude
réalisée sur des macrophages humains générés en présence de GM-CSF, montre que les macrophages
M1 ont un profil énergétique majoritairement glycolytique et que l'utilisation d’inhibiteurs de la

glycolyse inhibe la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Izquierdo et al., 2015).
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b. Les macrophages de type M2
Les macrophages de type M2 sont généralement caractérisés par une faible production de
cytokines pro-inflammatoires et d’IL-12, une expression élevée d’'IL-10 et une forte activité
phagocytaire. D’un point de vue « historique », 3 sous population de macrophages M2 (M2a-c) ont
été décrites (Mantovani et al., 2004b). Actuellement, les nouvelles sous-populations de M2 décrites

sont regroupées sous la terminologie M2-like (Murray et al., 2014) (Figure 7).

Les macrophages M2a, générés en présence d’'IL-4 et d’IL-13, sont caractérisés par |'expression du
récepteur au mannose et des SR et sécrétent les chimiokines CCL24, CCL22, CCL17 et CCL18. lIs sont

impliqués dans les réponses de type Th2.

Les macrophages M2b sont obtenus par exposition de monocytes a des complexes immuns (IC) en
présence d’un ligand des TLR ou de I'IL-1 récepteur. lls ont la particularité d’exprimer des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNFa) et des taux élevés d’IL-10. lls sont impliqués dans

I'immunorégulation.

Les macrophages M2c sont générés en présence d’IL-10 ; ils expriment des récepteurs au mannose
et sécrétent des taux élevés d’IL-10, de TGF-B et de PTX3 et sont impliqués dans le remodelage

tissulaire.

A noter également les macrophages générés en présence des ligands du CD115, de M-CSF ou d’IL-34
qui completent la liste des macrophages M2 au titre des macrophages M2-like. Ces macrophages
présentent une forte sécrétion d’IL-10 et une faible sécrétion d’IL-12, une expression de SR, dont

CD163, élevée (Foucher et al., 2013).

Les macrophages M2 présentent un profil métabolique majoritariement oxidatif (Pearce and Pearce,
2013). De nombreuses études réalisées avec des macrophages générés en présence du facteur de
polarisation IL-4 montrent que les mitochondries sont essentielles dans la différenciation des
macrophages M2 (Benmoussa et al., 2018; Diskin and Palsson-McDermott, 2018). L'IL-4 induit une
biogénése mitochondriale, supportant un métabolisme oxydatif via PGC-1B et STAT6, inhibant la
synthése de cytokines pro-inflammatoires (Vats et al., 2006). Ainsi, les voies permettant d’alimenter
le cycle de Krebs sont sollicitées, telles que I'oxydation de la glutamine générant de I'a-cétoglutarate
et la B-oxydation des acides gras afin de former de I'acétyl-CoenzymeA (CoA) (Geeraerts et al., 2017).
Par ailleurs, une étude a remis en cause l'utilisation de la B-oxydation des acides gras dans

I"acquisition d’un phénotype M2 en présence d’IL-4 ; en effet, I'inhibition des transporteurs des acides
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gras mitochondriaux, empéchant leur oxidation, n’inhibe pas I'acquisition des marqueurs M2
(Divakaruni et al., 2018). Le métabolisme oxydatif agit également sur I'expression des marqueurs
induits par I'lL-4. En favorisant I'oxydation de la glutamine, I'lL-4 induit la formation d’a-cétoglutarate
qui joue un role épigénique en soutenant l'activité des histones déméthylase, JMID. Celles-ci
favorisent la déméthylation des histones, levant la répression des genes codant pour des marqueurs
M2 (Liu et al., 2017). Enfin, il apparait également que le réseau mitochondrial intervient dans
I’efferocytose. Premiérement, la clairance des cellules mortes et la sécrétion d’IL-10 nécessitent
I'oxydation des acides gras et la respiration oxydative mitochondriale (Zhang et al., 2019).
Deuxiémement, 'efferocytose requiert une fission des mitochondries, permettant la formation de

phagosomes par la libération de calcium dans le cytoplasme (Wang et al., 2017).

Sous-type Phénotype
Inflammation

IEN-v. LPS M1 TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-12hish, |L-10'ow, CD14'°w, CD163'°¥, CDgQhieh
v. CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, CCL19 et CCL20  CD86MEN, CVIH-2hish

GM-CSF M1-like
IL-4, IL-13
IC + ligand
TR/ IL-1R
TGF-B, IL-10Meh, PTX3, Arg + MR
IL-10 M2c
-172low || -1nhigh o high high
IL-34, M-CSF M2-like IL-12'°w, |L-10Meh, CCL2, CCL17, HB-EGF, CD14heh CD163

VEGF, MMP, ILT3, ILT2, IDO + CD80'°w ,CD86low

Immunorégulateur
Réparateur

Figure 7 : Les différentes sous-populations de macrophages humains, leurs phénotypes et leurs
réles dans I'inflammation. Une classification en deux dimensions oppose les macrophages M1 et M1-
like au macrophages M2a, M2b, M2c et M2-like. Chaque sous-population est générée en présence
de différents inducteurs a I'origine d’un phénotype défini par I'expression de différents marqueurs
s’inscrivant dans un continuum allant de l'inflammation a I'immunorégulation ou la réparation
tissulaire. Figure élaborée d’aprés (Mantovani et al., 2004b).

Il est important de noter que malgré les nombreux réles et une grande diversité phénotypiques a

propos des macrophages humains et murins, il y a cependant des divergences entre ces deux espéces.

c. Différences Homme — Souris sur la biologie des macrophages
Il existe de nombreuses différences entre les macrophages de souris et humains, que ce soit

en terme d’origine ou en terme de biologie (facteurs de survie/différenciation, phénotype et
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métabolisme). Ces différences peuvent en partie s’expliquer par les sources dont on dispose pour les
étudier. L'origine des macrophages présente des disparités entre les deux espéces, chez 'Homme,
les macrophages peuvent provenir soit, (i) de macrophages isolés a partir de tissus de patients ou (ii)
générés a partir de monocytes du sang circulant de sujet sains. Chez la souris, les macrophages sont
issus soit (i) de macrophages murins isolés de tissus ou (ii) générés a partir de monocytes issus de la
moelle osseuse (Figure 8). Les nombreuses différences phénotypiques, métaboliques et
fonctionnelles entre les macrophages murins et humains rendant la transposition des résultats d’une

espéce a une autre difficile, ont pu conduire a une confusion sur leur biologie (Tableau 2).

Isolement de tissus  Générationin vitro Isolement de tissus Générationin vitro
Monocytes Moelle osseuse
A il a
i N ;C . W

& 19
‘ /\

Macrophages tissulaires: M-CSE Macrophages tissulaires:
CTAM Gm-csF M ~ Microglie GM-CSF M-CSF

- Macrophages alvéolaires i - Péritoine
- DOstéoclastes ‘ - Foie

Cellules Macrophages
dendritiques

\g-/ ) /.Il

Macrophages

Figure 8: Origine des macrophages humains et murins, tissulaires ou générés in vitro. Chez
I’Homme, les macrophages tissulaires sont isolés essentiellement de patients, a la suite de biopsies
ou d’exéréses. La génération in vitro de macrophages se réalise a partir de monocytes du sang
périphérique de sujets sains ou de patients en présence de facteurs de survie et de différenciation,
GM-CSF pour les macrophages inflammatoires et M-CSF et/ou IL-34 pour les macrophages
immunorégulateur/réparateurs. Chez la souris, des macrophages tissulaires peuvent étre isolés des
tissus. Les macrophages peuvent étre générés in vitro a partir de monocytes isolés de la moelle
osseuse et leur différenciation en présence de M-CSF et du facteur de polarisation. GM-CSF induit
une population hétérogene exprimant des marqueurs macrophagiques et de cellules dendritiques.
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Tout d’abord, concernant la génération des macrophages a partir de monocytes : alors que, chez
I"'Homme, les facteurs de différenciation sont le GM-CSF, le M-CSF et I'lL-34 (Jeannin et al., 2018), seul
le M-CSF induit la différenciation de monocytes en macrophages chez la souris (Lacey et al., 2012). Le
GM-CSF permet la différenciation des monocytes murins en une population hétérogéne assimilée aux
DC exprimant toutefois certains marqueurs de macrophages (Fleetwood et al., 2007; Helft et al.,
2015). De plus, certains facteurs de polarisation n’ont pas les mémes conséquences sur le phénotype
des macrophages humains et murins. Ainsi, le LPS permet de révéler le phénotype des macrophages

humains alors qu’il induit la génération de macrophages de type inflammatoire chez la souris.

D’un point de vue métabolique, de nombreuses études mettent en évidence que les macrophages
inflammatoires présentent un cycle de Krebs rompu a deux endroits, apres le citrate et le succinate,
entrainant leur accumulation, la synthése de cytokines pro-inflammatoire et inhibant I'utilisation de
la chaine respiratoire (Kelly and O'Neill, 2015; O'Neill et al., 2016). Ces données ont été obtenues avec
des macrophages murins issus de cellules de la moelle osseuse (Jha et al., 2015; Tannahill et al., 2013).
Alors que peu d’études confirment ces données dans les macrophages humains, il a été montré que
les macrophages inflammatoires humains sollicitent la chaine respiratoire (lzquierdo et al., 2015).
Une étude récente, mettant en avant la comparaison de macrophages humains et murins, a mis en
évidence que les macrophages inflammatoires provenant de la souris présentent une réduction
marquée de I'utilisation de la chaine respiratoire comparativement a ceux provenant de 'Homme
(Vijayan et al., 2019). Cependant, le protocole expérimental de cette publication permettant ces
observations sont critiquables, pointant les erreurs possibles sur I'étude des macrophages humains
et murins. En effet, pour générer des macrophages inflammatoires, les auteurs ont utilisé pour les
deux populations de macrophages, murins et humains, du M-CSF en guise de facteur de
différenciation puis du LPS en tant que facteur de polarisation. D’'un point de vue phénotypique, les
macrophages humains générés en M-CSF et exposés au LPS ne les orientent pas vers un phénotype
inflammatoire mais immunorégulateur (Foucher et al., 2013). D’autre part, les macrophages
inflammatoires murins produisent du NO (Padgett and Pruett, 1992; Schneemann et al., 1993), a
I'inverse les macrophages humains ne produisent pas de NO lors d’une activation par un ligand des
TLR et IFN-y (Murray and Wynn, 2011). Il existe également une différence pour les macrophages
immunorégulateurs murins et humains. L'enzyme Argl est fréquemment utilisée comme marqueur
des macrophages immunorégulateurs murins. L’Argl intervient dans le métabolisme de I’arginine
pour former de I'urée et de I'ornithine a 'origine de la synthese de la proline et des polyamines qui

interviennent dans la réparation tissulaire (Martinez et al., 2008; Shearer et al., 1997). L'Arg1 rentre
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en compétition avec I'enzyme NOS pour I'arginine, expliquant son activité diminuée. Cependant, Argl
est absente dans les macrophages immunorégulateurs humains générés a partir de monocytes

(Preisser et al., 2014).

Enfin, d’'un point de vue phénotypique, de nombreux marqueurs de macrophages sont présents chez
la souris et absents chez 'Homme comme par exemple Ym1 (Raes et al., 2005). De méme, le
marqueur F4/80 (EMR1), couramment utilisé chez la souris, n’est pas exprimé par les monocytes et
les macrophages humains (Hamann et al., 2007). En revanche, TGM2 est un marqueur de
macrophages réparateurs et immunorégulateurs commun a ’'Homme et a la souris (Martinez et al.,

2013).
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Tableau 2 : Phénotype des macrophages issus de ’'Homme et de la souris.

Homme souris
Facteurs de M-CSF, GM-CSF, IL-34 M-CSF
différenciation
Marqueurs CD14, CD11b, CD68 CD11b, F4/80 (Emr1)
Macrophages
. Macrophages
Macrophages réparateurs / Macrophages .
Facteursde . P 7 s — réparateurs /
olarisation inflammatoires: immunorégulateurs: inflammatoires: immunorégulateurs:
P IFN-y IL-10, IL-14, IL-13, LPS, IFN-y L4 IL13 .
GG, IC P
IL-12 Meh |L-10
low IL-12 low IL-10 high
Phénotype CD14 "™, CD163 CD14 "eh CD163 hieh IL-1 B, IL-6, Ym1, CCL24, CCL12,
associé low TGM2,Facteurs TNFa Mrcl, TGM2
IL-1 B, IL-6, trophiques
TNFa
NOS, NO Argl
Métabolisme Glycolytiques Oxydatifs Cy.cIe COINEE ST OCONIEE
incomplet complet
Glycolytiques Oxydatifs

iii. Roles pathologiques des macrophages

Comme évoqué précédemment, les propriétés des macrophages leur permettent de réaliser
de nombreuses fonctions indispensables a ’'homéostasie tissulaire lorsque les différents parameétres
de mise en place, et de résolution sont optimaux. Cependant, dans certains contextes, le role des
macrophages se révele délétere et ils peuvent participer aux processus physiopathologiques de

maladies séveres, comme le cancer et les maladies inflammatoires chroniques.

1. Cancer

Les cellules immunitaires, et en particulier les macrophages qui représentent l'infiltrat
immunitaire majoritaire dans les tumeurs, ont un réle majeur dans la tumorigénése (Mantovani et
al., 2017) (Figure 9). L’accumulation des macrophages, appelés « Tumor-Associated Macrophages »
(TAM), sont, dans la majorité des cas, associés a un mauvais pronostic (Gentles et al., 2015; Zhang et
al., 2012). Le profil des TAM et leur origine sont dépendants de la localisation et du stade de la
tumeur. Certaines tumeurs, comme les gliomes, présentent un infiltrat de monocytes mais aussi des
TAM dérivés de la microglie (Bowman et al., 2016; Lapenna et al., 2018), néanmoins, pour la majorité
des tumeurs, il existe un consensus pour dire que les TAM ont pour origine des monocytes recrutés
dans la tumeur (Mantovani et al., 2017). Le recrutement des monocytes est induit par des chimiokines
comme CCL2 (Ramanathan and Jagannathan, 2014) ou CCL5 (Walens et al., 2019) produites par les

cellules stromales et tumorales, mais également par des cytokines comme le M-CSF (Dwyer et al.,
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2017) ou le VEGF (Riabov et al., 2014). La différenciation des monocytes en TAM est induite par les
facteurs présents localement et dont la nature differe au cours de la progression tumorale. A I'image
de la théorie des trois E (Dunn et al., 2004), dans les premiers stades de la tumeur, le recrutement
des cellules immunitaires permet « I’Elimination » des cellules tumorales ; cette phase implique des
macrophages M1 (Lin et al., 2017). Puis, au cours des phases « d’Equilibre et d’Echappement », les
TAM favorisent I'immunorégulation, la croissance tumorale et le processus métastatique du fait de
leurs propriétés de réparation tissulaire (sécrétion de nombreux facteurs trophiques) et
immunorégulatrices (Chanmee et al., 2014; Mantovani et al., 2017). La présence de M-CSF ainsi que
de nombreux métabolites, comme I'acide lactique retrouvés localement dans de nombreuses
tumeurs (Chambers, 2009; Koh et al., 2014; Sun et al., 2017; Yang et al., 2015), favorisent I'acquisition
de marqueurs de type M2 par les TAM (Colegio et al., 2014; Duluc et al., 2007). La sécrétion de
facteurs de croissance, tels que VEGF, HB-EGF et OSM (Lauber et al., 2015; Riabov et al., 2014; Vlaicu
et al., 2013) et des MMP (Erreni et al., 2011) favorisent la croissance tumorale, I'angiogénese et le
processus métastatique (Mantovani et al., 2017). La sécrétion d’IL-10 favorise l'induction de
lymphocytes Treg et prévient I'activité des LT effecteurs et la sécrétion de TGF-f inhibe la production
d’IL-2 (Saraiva and O'Garra, 2010; Travis and Sheppard, 2014). De plus, les TAM peuvent aussi inhiber
I'activité des LT en exprimant des molécules coinhibitrices comme PD-L1 et PD-L2 (Mantovani and
Allavena, 2015). La sécrétion des chimiokines CCL17 et CCL22 permet le recrutement de lymphocytes
Treg et les chimiokines CCL18 et CCL24 attirent les lymphocytes T naifs qui se différencient,

localement, en lymphocytes Treg (Mantovani et al., 2004a; Mantovani et al., 2004b).
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Figure 9 : Roles des TAM dans la tumorigéneése. Les TAM au sein du microenvironnement tumoral
ont divers rboles permettant la génération et le recrutement de cellules
immunitairesimmunorégulatrices et inhibant les fonctions des cellules effectrices. Ils favorisent
également la migration, l'invasion, la croissance tumorales via la sécrétion de facteurs trophiques et
des métalloprotéases. Figure adaptée de (Mantovani et al., 2017).

2. Maladies Inflammatoires chroniques

De par leurs propriétés inflammatoires, un état d’activation prolongé des macrophages est

retrouvé dans de nombreuses pathologies inflammatoires chroniques (Ponzoni et al., 2018)).

a. L’asthme
Les macrophages alvéolaires ont une expression augmentée de CCL7 et CCL2 qui favorise le
recrutement de monocytes (Lee et al.,, 2015). lls présentent un défaut de phagocytose et
d’efferocytose, conduisant a une accumulation de bactéries, tels que Haemophilus influenzae ou
Staphylococcus aureus (Liang et al., 2014; Simpson et al., 2016) et de DAMP (Hou et al., 2011).
L’accumulation des DAMP et PAMP résulte en une augmentation, chez les patients asthmatiques, de
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1-B, IL-6 et IL-8) dans les tissus des voies respiratoires

(Ackerman et al., 1994; Fricker and Gibson, 2017). Ce processus inflammatoire est également
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entretenu avec une diminution de la sécrétion d’IL-10 par les macrophages alvéolaires (Lim et al.,

2004).

b. L’athérosclérose

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par le rétrécissement
et I'épaississement des arteres di a la formation de plaques d’athérome, induites par une
accumulation de lipides, de glucides et de tissus adipeux autour de la paroi artérielle. Les
macrophages participent a tous les stades de la maladie (Moore et al., 2013). Les monocytes sont
recrutés via CCL2 au coeur des plaques (Tacke et al., 2007) et, apres leur différenciation en
macrophages, participent a la phagocytose des lipoprotéines. Les macrophages ayant accumulé de
grandes quantités de lipoprotéines présentent un profil particulier ; ils sont appelés macrophages
spumeux (Foam Cells) (Yu et al., 2013). Ces macrophages empéchent initialement la formation des
plaques mais I'accumulation excessive de lipides, responsable de la formation de gouttelettes
lipidiques intracellulaires, compromettant leurs propriétés. La phagocytose lipidique induit
I’expression de facteurs tels que netrin-1 qui inhibe la migration des macrophages et les retient dans
les plagues. Au sein des plagues avancées, les macrophages sécrétent des médiateurs pro-
inflammatoires : des chimiokines (CCL2, CCL5), des cytokines (TNFa, IL-1-B et IL-6), des agents
microbicides ainsi que des protéases dégradant la matrice (Duewell et al., 2010; Stewart et al., 2010).
Enfin, la mort massive des macrophages par apoptose ou nécrose dans les plaques d’athérome
entraine une libération de leur contenu lipidique et des DAMP, ce qui conduit a la formation d'un
noyau nécrotique pro-thrombotique (Moore et al., 2013; Tabas, 2005). Ce noyau nécrotique est un
composant clé des plaques instables et contribue a leurs ruptures et a la formation de caillots

sanguins intravasculaires (Gonzalez and Trigatti, 2017).

c. La polyarthrite rhumatoide

Dans la polyarthrite rhumatoide, une maladie auto-immune courante caractérisée par une
arthrite chronique qui entraine la destruction articulaire, les macrophages jouent un réle de premier
plan dans la progression de la maladie (Kinne et al., 2000). Il est décrit qu'un nombre accru de
macrophages au sein de la membrane synoviale est I'une des premiéres caractéristiques de la
maladie. De plus, I'accumulation synoviale des macrophages, qui intervient suite a un recrutement
massif de monocytes, est strictement liée a I'érosion articulaire (Udalova et al.,, 2016). Les
macrophages représentent la source principale de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1-B et IL-

6) et de chimiokines (CCL2 et CXCL8) contribuant au recrutement de neutrophiles et de monocytes
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conduisant a une inflammation chronique (Andreakos et al., 2004). Ils sécretent des MMP mais aussi
du TNFa qui participe a la destruction des tissus (Saklatvala, 1986). La destruction est également
favorisée par les macrophages résidents, les ostéoclastes et le recrutement de monocytes qui se
différencient en ostéoclastes sous |’action de RANK-L produit localement, notamment par les

fibroblastes (Takayanagi et al., 2000).

Des études ont fait un rapprochement entre les patients ayant une polyarthrite rhumatoide et le
risque de développer une maladie cardiovasculaire, avec notamment une accélération de
|'athérosclérose liée a une polyarthrite rhumatoide (Houri Levi et al., 2016). D’'un point de vue
cellulaire, il existe des similarités entre les macrophages issus de ces deux pathologies. Outre des
profils pro-inflammatoires similaires, les macrophages issus de patients ayant une polyarthrite
rhumatoide et ceux ayant une maladie coronarienne comme |'athérosclérose présentent un
métabolisme similaire. Ce métabolisme est caractérisé par une glycolyse accrue avec une
surexpression des GLUT, des enzymes de la glycolyse (comme PKM2 et HK2) et une capacité de
production d’ATP supérieure comparativement a des macrophages de sujets sains (Siouti and

Andreakos, 2019; Zeisbrich et al., 2018).

3. Ciblage thérapeutique des macrophages

Du fait de leur réle dans de nombreuses pathologies chroniques, les macrophages
représentent des cibles thérapeutiques. Différentes approches sont mises en ceuvre comme la
« reprogrammation » ou la déplétion des macrophages (Tableau 3). A terme, I'objectif recherché est
de bloquer leurs propriétés afin d’empécher la propagation de la pathologie. Par exemple, le réle
central que joue le TNFa, produit majoritairement par les macrophages, dans la réponse
inflammatoire a conduit au développement de récepteurs solubles et d'anticorps monoclonaux
humanisés contre le TNFa pour traiter les maladies inflammatoires (Feldmann and Maini, 2001;
Mclnnes and Schett, 2017; Tam et al., 2014; Ursini et al., 2017). Cette stratégie a démontré avoir des
effets sur le recrutement, la délétion ou la reprogrammation des macrophages dans les maladies

inflammatoires (Tableau 3).
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Tableau 3 : Stratégies thérapeutiques visant les macrophages dans un contexte de pathologie
chronique (cancer ou inflammation).

. rs Agent . cex
F | . . T hol Réf
onctions ciblées thérapeutique ype de pathologie éférences
Ac anti-CSF1 Cancer du sein (Mantovani et al., 2017)
Ac anti-CCL2 Cancer de l'ovaire, (Brana et al., 2015; Moisan et
cancer de la prostate al., 2014)
Recrutement Polyarthrite
b . (Feldmann and Maini, 2001;
MALTIEIEIRG; Taylor et al., 2000)
Athérosclérose y v
Délétion Anti-TNFa Polyarthrite (Catrina et al., 2005; Taylor et
rhumatoide al., 2000)
. (Berry et al., 2006; Brightling
R Asth
eprogrammation sthme et al., 2008)
Délétion Biphosphonates cancer des os (Van Acker et al., 2016)
o (Duluc et al., 2009; Ries et al.,
IFN-y Cancer de I'ovaire 2014)
Reprogrammation ) hti-1L-6R Polyarthrite (Obeng et al., 2016)
rhumatoide
Statins Athérosclérose (Hofnagel et al., 2007)

c. Lescorps cétoniques

Comme évoqué ci-dessus, la polarisation fonctionnelle des macrophages est conditionnée par la
nature des signaux recus localement. Ces signaux sont d’origine tres diverses. Jusqu’a présent, la
majorité des études se sont focalisées sur les médiateurs immunologiques. Des études récentes ont
cependant souligné le réle des médiateurs/signaux non immunologiques, et en particulier ceux liées
au métabolisme, tels que les nutriments, I'oxygeéne, le pH extracellulaire ainsi que de nombreux

métabolites.

Dans cette troisieme partie, nous présenterons une famille de métabolites, les corps cétoniques,

qui ont servi de fil conducteur a ce sujet de thése.
i. Généralités
Les cellules effectuent constamment des milliers de réactions chimiques nécessaires pour

garder la cellule, les tissus et I'organisme en vie et en bonne santé. Toutes les réactions chimiques

qui ont lieu a l'intérieur d'une cellule sont collectivement appelées métabolisme cellulaire.

Chez les mammiferes, le foie joue un role fondamental dans le métabolisme en orchestrant les

sighaux métaboliques et les substrats énergétiques en provenance ou destinés aux tissus

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique X8 || 47



périphériques (Rojas-Morales et al., 2016). L'adaptation métabolique au jeline prolongé chez
I'homme repose a la fois sur la coordination des réponses des organes vitaux, principalement le foie,
le cerveau, les reins et les muscles, et sur I'apport en substrat énergétique au niveau cellulaire. A
|'état nourri, les cellules dépendent principalement du métabolisme du glucose. Quand le taux de
glucose sanguin chute (lors d’une privation de nourriture), le foie génére du glucose a partir du
glycogéne stocké dans le foie et dans les muscles. Malgré cela, si le taux de glucose sanguin reste
faible, le peu de glucose disponible est utilisé prioritairement par les neurones, mais aussi par les
érythrocytes et les cellules proliférantes de la moelle osseuse et celles impliquées dans la
régénération tissulaire. Le foie synthétise alors d’autres substrats énergétiques pour les tissus extra-
hépatiques. Le changement le plus important dans le métabolisme systémique pendant le je(ine est
déclenché par le glucagon et implique la mobilisation des lipides stockés dans le tissu adipeux et la
libération, a partir des triglycérides, des acides gras libres et du glycérol. Ces deux composants sont,
ensuite, catabolisés dans le foie : le glycérol est un substrat pour la synthese du glucose par
néoglucogéneése et les acides gras sont utilisés pour la synthese des corps cétoniques (cétogénese)

(Grabacka et al., 2016).

ii. Synthése et roles des corps cétoniques
1. Définition/synthese

Les corps cétoniques sont des molécules dérivant d’acides gras et représentent une source
alternative de carburant métabolique lorsque le glucose est rare, comme cela est rencontré au cours
de jeline, de famine, de période néonatale, de période post-exercice, de grossesse et lors de régimes
a faible teneur en glucides (Newman and Verdin, 2017). Le terme « corps cétoniques » définit trois
molécules : (i) B-hydroxybutyrate (B-OHB), aussi appelé acide 3-hydroxybutyrique, (ii) son homologue
déshydrogéné, l'acétoacétate (AcAc) et (iii) 'acétoacétate décarboxylé, ou acétone. L’acétone,
produit en faible quantité par rapport aux autres corps cétoniques, est éliminé par I’expiration (Laffel,

1999; Musa-Veloso et al., 2002).

Le changement métabolique vers une cétogenese, initié par des hormones dont le glucagon,
nécessite une reprogrammation transcriptionnelle. Ceci afin d’assurer I’expression de I'ensemble des
enzymes impliquées dans cette voie métabolique. PPARa a un rble central dans cette
reprogrammation en permettant I'expression de la majorité des génes nécessaire au transport des
acides gras, leur oxydation mais aussi la synthése des corps cétoniques (Grabacka et al., 2016). Les

acides gras sont transportés a partir des adipocytes dans les mitochondries des hépatocytes via le
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transporteur carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) (Figure 10). Aprés B-oxydation, deux molécules
d’Acétyl-CoA sont condensées pour donner I'acétoacétyl-CoA par action de I’'enzyme mitochondriale
thiolase, aussi appelée I'acétyl-CoA C-acétyltransférase (ACAT). L'acétoacétyl-CoA est également
condensée avec une molécule d’Acétyl-CoA pour former I'hydroxymethylglutaryl (HMG)-CoA par
I’enzyme 3-hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMGCS2). L’hydroxymethylglutaryl-CoA lyase
(HMGCL) clive la molécule HMG-CoA pour libérer une molécule d’acétyl-CoA et une molécule d’AcAc
(premier corps cétonique produit) ; cette derniére est ensuite réduite pour former une molécule de
B-OHB (deuxiéme corps cétonique produit) par I'enzyme B-hydroxybutyrate déshydrogénase (BDH1)
dont I'action nécessite une molécule de NADH. Cette réaction est réversible en fonction du rapport
de concentration NAD/NADH présent dans les mitochondries des hépatocytes. Ainsi, le ratio AcAc /
B-OHB est directement proportionnel au ratio NAD/NADH mitochondrial. Par ailleurs, I’AcAc peut
aussi étre décarboxylé spontanément pour former une molécule d’acétone (troisieme et dernier
corps cétonique produit) qui sera éliminé par la respiration. Les corps cétoniques sont exportés des
cellules hépatiques par des transporteurs monocarboxylates (MCT1, MCT2 et MCT 7) et transportés
aux tissus extra-hépatiques par voie sanguine (Figure 10) (Dhillon and Gupta, 2019; Hugo et al., 2012;
Newman and Verdin, 2014a).

L’'enzyme HMGCS2 est surtout exprimée dans les hépatocytes, faisant du foie le principal producteur
des corps cétoniques. Néanmoins, la possibilité d’'une cétogénese extra-hépatique a été soulevée
dans les cellules tumorales, les astrocytes, le rein, les cellules béta pancréatiques, les muscles
squelettiques et les cellules épithéliales car elles expriment HMGCS2 (Puchalska and Crawford, 2017;
Puchalska et al., 2019). Chez 'homme, le taux sérique des corps cétoniques est régulé par l'insuline
qui inhibe la lipolyse (B-oxydation des acides gras) et la cétogenése (Paoli et al., 2013).
Physiologiquement, les taux sériques des corps cétoniques sont généralement de quelques
micromoles, et ce taux augmente a quelques centaines de micromoles aprées un jeline de 12 h, puis
de 1 a2 mM aprés deux jours de jeline et atteint 6 a 8 mM avec une famine prolongée et dans le cas
de régimes a faible teneur en glucides (comme par exemple un régime cétogénique). Ce taux peut
atteindre 20 mM dans certaines pathologies, telles que I'acidocétose diabétique (Newman and

Verdin, 2014b; Newman and Verdin, 2017; Ruan and Crawford, 2018).

La molécule B-OHB représente la forme majoritaire des corps cétoniques produits par le foie (environ
70%), la part restante étant représentée par I’AcAc. Cependant, la proportion d’AcAc peut augmenter
jusqu’a 50% de la totalité des corps cétoniques produits en fonction de la balance NAD/NADH

mitochondrial hépatique impliquant I’enzyme BDH1 (Puchalska et al., 2019).
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Figure 10: Synthése et métabolisation des corps cétoniques. Résumé des voies conduisant a la
formation des corps cétoniques dans les hépatocytes, leur libération dans la circulation générale et
leur métabolisation dans les tissus extra-hépatiques. Figure adaptée de (Newman and Verdin, 2014a).

2. Rdles des corps cétoniques

a. Meétabolite / substrat énergétique
Une fois synthétisés, les corps cétoniques sont transportés aux tissus extra-hépatiques pour
subir une oxydation terminale fournissant I'énergie nécessaire pour les tissus extra-hépatiques
(Dedkova and Blatter, 2014). Leur oxydation contribue au métabolisme énergétique global des

mammiferes.

Aprées capture via les MCT1 et MCT2, la molécule B-OHB est oxydée en acétoacétate grace au NAD+
régénéré en abondance par la chaine respiratoire mitochondriale via BDH1 (Figure 10). Dans les
mitochondries, I’AcAc est le substrat de la 3-oxoacid CoA-transférase (ou SCOT pour succinyl-CoA-
oxoacid transférase, codé par le géne Oxctl) qui transfére le coenzyme A du succinyl-CoA vers

I'acétoacétate pour resynthétiser I'acétoacétyl-CoA. L'expression de SCOT est ubiquitaire, a
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I’exception des hépatocytes, évitant ainsi I'oxydation des corps cétoniques par les cellules du foie
(Puchalska and Crawford, 2017; Puchalska et al., 2019). Contrairement a d’autres voies métaboliques,
telles que la glycolyse (avec I'enzyme hexokinase) et la dégradation des acides gras (avec I'enzyme
acyl-CoA) qui demande une consommation d’énergie (ATP), I'oxydation des corps cétoniques (avec

I’enzyme BDH1 ou SCOT) ne nécessite pas d’investissement d’ATP (Puchalska and Crawford, 2017).

Une réaction réversible par I'enzyme thiolase forme deux molécules d’acétyl-CoA a partir de
|"acétoacétyl-CoA, alimentant le cycle de Krebs (Puchalska et al., 2019). A I'image de SCOT, BDH1
présente une expression sélective. Chez la souris, les macrophages ne présentent pas d’expression
de BDH1 ; ainsi, I'utilisation des corps cétoniques comme substrat énergétique n’est possible qu’a

partir de I'acétoacétate (Puchalska et al., 2019).

b. Molécule de signalisation
Longtemps vu comme un simple vecteur énergétique du foie vers les tissus extra-
hépatiques, B-OHB peut également se comporter comme une molécule de signalisation, soit de
maniére directe (liaison a des récepteurs membranaires ou inhibition compétitive d’enzymes), soit
de maniére indirecte suite a son catabolisme en acétyl-CoA et ATP (Figure 11). Peu de données sont
disponibles sur les propriétés de signalisation de I'acétoacétate, la plupart des informations évoquées

ci-dessous concernent essentiellement le B-OHB.
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Figure 11 : Réles directs et indirects du B-OHB. Résumé graphique des différents roles décrit par le
B-OHB. Ces roles sont représentés sous deux catégories, les roles directs avec I'inhibition des Histones
Désacétylases de Classe |, la B-Hydroxybutyrylation des protéines et la liaison aux récepteurs FFAR3
et HCAR2. Les réles indirects du B-OHB sont la synthése de neurotransmetteur, I'augmentation du
pool d’acétyl-CoA permettant I'acétylation protéiques. Figure adaptée de (Newman and Verdin,
2017).

i.  Fonctions de signalisation directes

1. Inhibition des Histones Désacétylases

Les histones désacétylases (HDAC) représentent une famille de protéines, le plus souvent
nucléaires, impliquées dans la régulation de I'expression génique en éliminant un groupe acétyl
présent sur les résidus lysines des histones mais aussi sur des protéines non-histones telles que NF-
kB et MYC (Singh et al., 2010). La régulation de la transcription fait intervenir des modifications de
I’état de compaction de I'’ADN (Javaid and Choi, 2017). L’hyperacétylation des histones est le plus
souvent associée a une expression génique car elle augmente |'accessibilité de la machinerie
transcriptionnelle a I’ADN. En supprimant les groupements acétyle, les HDAC réduisent la

transcription génique (Verdone et al., 2005).
B-OHB est un inhibiteur endogene des enzymes HDAC de classe 1 qui regroupe les protéines HDAC1,

HDAC2, HDAC3 et HDACS8 (Newman and Verdin, 2014b; Newman and Verdin, 2017). In vitro, une
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étude démontre que B-OHB inhibe également HDAC4 appartenant a la famille des HDAC de classe 2.
L'activité inhibitrice des HDAC par B-OHB semble étre directe, cependant avec une ICso élevée (entre
2 et 5 mM) (Shimazu et al., 2013). Il apparait également dans cette étude que I’AcAc inhibe les HDAC,
mais a des concentrations nettement plus importantes que B-OHB (10-30 mM). Néanmoins, cette
propriété est sujette a controverse. Récemment, un article a remis en cause cette propriété en
montrant que B-OHB n’induit pas d’augmentation du taux d’acétylation des histones dans de
nombreux types cellulaires. Les auteurs expliquent qu’il ne présente pas d’activité inhibitrice des
HDAC in vitro contrairement a son homologue structurale appartenant a la famille des acides gras a

courte chaine, le butyrate (Chriett et al., 2019).

2. B-Hydroxybutyrylation des protéines

B-OHB induit une modification post-traductionnelle des protéines, dont les histones (Xie et
al.,, 2016). Récemment, I'ajout de groupements acyle a courtes-chaines (moins de 6 atomes de
carbones autre qu’un groupement acétyle ou formyle) sur les résidus lysines des histones a été mis
en évidence dans des cellules humaines (Ruan and Crawford, 2018). Ces modifications post-
traductionnelles des résidus lysines incluent la propionylation, la butyrylation ou encore la B-
hydroxybutyrylation (Ruan and Crawford, 2018). Une analyse par western blot montre que les taux
de B-hydroxybutyrylation des résidus lysines présents sur des histones de cellules humaines sont
corrélés avec le taux de B-OHB exogene (Xie et al., 2016). A ce jour, une quarantaine de sites ont été
identifiés par spectrométrie de masse, dans les cellules humaines et le jelne augmente de 40 fois
I’'abondance de B-hydroxybutyrylation de ces sites (Newman and Verdin, 2017; Ruan and Crawford,
2018). L'impact de ce type de modification ainsi que les acteurs intervenant dans la régulation de la
B-hydroxybutyrylation restent méconnus. Une publication récente met en évidence que la protéine
p53 peut étre modifiée par B-hydroxybutyrylation sur trois de ses résidus lysines (Liu et al., 2019). Les
conséquences de cette modification post-traductionnelle seraient une diminution de son taux
d’acétylation et une diminution de I'expression des genes en aval de p53, permettant aux auteurs de
conclure que la B-hydroxybutyrylation représenterait un mécanisme de régulation de I'activité de p53

(Liu et al., 2019).

3. Récepteurs au 6-OHB
B-OHB est décrit pour se lier a deux récepteurs couplés a une protéine G (GPR). Le premier
récepteur décrit est la molécule « Hydroxycarboxylic acid receptor 2 » (HCAR2) encore appelée
GPR109A, exprimé par de nombreux types cellulaires dont les adipocytes, la microglie, les monocytes,

les macrophages ou encore les cellules épithéliales (Newman and Verdin, 2017). L’activation du
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récepteur induit des réponses anti-inflammatoires par les cellules épithéliales et une réduction de la
lipolyse par les adipocytes (Graff et al., 2016; Taggart et al., 2005). Ce mécanisme sur les adipocytes
peut étre assimilé a un rétrocontréle négatif par lequel B-OHB, en se fixant sur HCAR2, inhibe la
lipolyse adipocytaire qui fournit les acides gras nécessaires a la formation des corps cétoniques par
les hépatocytes. Il apparait également que, en se liant a HCAR2 exprimé par la microglie, f-OHB
empéche l'inflammation médiée par NF-kB via PGD2, produite par I'enzyme COX1, conduisant a une
neuro-protection dans un modeéle d’accident vasculaire cérébral murin (Rahman et al., 2014). HCAR2
est également un récepteur pour les acides gras a courte chaine qui représentent des analogues
structuraux des corps cétoniques. Son activation dans I'épithélium intestinal par les acides gras a
courte chaine entraine une activation de I'inflammasome NLRP3, liée a un efflux de potassium (Macia
et al., 2015; Munoz-Planillo et al., 2013). Ce dernier point contraste de facon intéressante avec le réle
du B-OHB qui a été décrit comme supprimant [Iactivation de [I'inflammasome NLPR3,
indépendamment de HCAR2, dans des macrophages murins. En effet, B-OHB prévient la chute du

taux de potassium intracellulaire en réponse a des activateurs de NLRP3 (Youm et al., 2015).

Le deuxiéme récepteur décrit pour lier B-OHB est la molécule « Free Fatty Acid Receptor 3 » (FFAR3)
ou GPR41. Ce récepteur est exprimé par les cellules entéroendocrines et les neurones de nombreux
ganglions (cervical supérieur, sympathique thoracique, prévertébraux, de la racine dorsale et
trigéminés) (Nohr et al., 2015). L'effet de B-OHB sur FFAR3 est controversé : une étude rapporte un
effet antagoniste de B-OHB, entrainant une diminution du tonus sympathique ou encore une
diminution de la fréquence cardiaque (Kimura et al., 2011) alors qu’une autre étude met en évidence
un effet agoniste sur des rats, en permettant la régulation des canaux calciques dépendant du voltage

couplés au récepteur FFAR3 (Won et al., 2013).

Il est important de noter que seul le B-OHB est un ligand de ces récepteurs, I'acétoacétate ne liant ni

HCAR2 (Puchalska and Crawford, 2017) ni FFAR3 (Kimura et al., 2011).

ii.  Fonctions de signalisation indirectes

1. Augmentation du pool d’acétyl-CoA, substrat pour 'acétylation des
protéines

L’oxydation des corps cétoniques conduit indirectement a une augmentation des niveaux d’acétyl-
CoA (Newman and Verdin, 2017). Ce métabolite est décrit pour agir sur I'acétylation des protéines et
la survie cellulaire (Marino et al., 2014; Mehta et al., 2017). Comme mentionné précédemment, la

formation d’acétyl-CoA a partir des corps cétoniques peut résulter de leur oxydation dans la
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mitochondrie. Les taux intramitochondriaux d’acétyl-CoA permettent I'acétylation des protéines
mitochondriales (He et al., 2012) et il a été montré une augmentation des niveaux d’acétylation des
protéines mitochondriales pendant une période de restriction calorique (Schwer et al., 2009).
L'acétyl-CoA peut également étre cytoplasmique suite au transport du citrate mitochondrial dans le
cytoplasme via la navette citrate/malate et sa conversion en acétyl-CoA par I'enzyme « ATP-citrate
lyase » (ACLY) (Pietrocola et al., 2015). L’ Acétyl-CoA cytoplasmique permet I'acétylation des protéines
comme les histones (Mehta et al., 2017). Une étude démontre que, sur des macrophages M2, la
polarisation avec I'lL-4 induit une augmentation des taux d’acétyl-CoA via I'’enzyme ACLY. L’inhibition
d’ACLY empéche l'augmentation d’acétyl-CoA induite par I'IlL-4 et conduit a une diminution

d’expression des génes M2 (Covarrubias et al., 2016).

2. Synthése de neurotransmetteur

Des études utilisant du B-OHB marqué isotopiquement montrent qu’il peut étre utilisé
comme substrat pour former de la glutamine et d’autres acides aminés (Elogayli et al., 2011). Ce
mécanisme serait impliqué dans la biosynthése du y-aminobutytique acide (GABA) par les neurones
GABAergiques. Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur, a linverse du glutamate,
neurotransmetteur excitateur. La glutamine est exportée des astrocytes pour étre convertie en
glutamate par les neurones et étre décarboxylée pour former le GABA. Le glutamate peut aussi étre
transformé en oxaloacétate par le don de son groupement amino et ainsi former de I'aspartate et de
I'a-cétoglutarate (McNally and Hartman, 2012; Newman and Verdin, 2017). Des données cliniques
montrent que des enfants épileptiques sous régime cétogene ont une fréquence de crise diminuée,
corrélée a un taux de GABA dans le liquide céphalorachidien plus élevé que chez des enfants sous
régime normal (Dahlin et al., 2005). L'injection d’AcAc ou de B-OHB dans le synaptosome est associée
a une diminution de la transformation du glutamate en asparatate au profit d’'une augmentation de
la formation de GABA (Daikhin and Yudkoff, 1998). La culture d’astrocytes en présence d’AcAc
confirme le fait que la conversion de glutamate en aspartate est réduite (Yudkoff et al., 1997). L’AcAc
protége également de la toxicité induite par le glutamate in vitro sur des neurones de I’hippocampe

de rats (Noh et al., 2006).
iii. Diete Cétogene
a. Généralités/Définition
La diéte cétogeéne est un régime alimentaire pauvre en glucides et riche en graisses. Ce régime

attire de plus en plus l'attention en tant que stratégie potentielle de perte de poids en raison de
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I'engouement pour les régimes a faible teneur en glucides, qui avait commencé avec le régime Atkins
(un régime a tres faible teneur en glucides et en protéines, qui a connu un succés commercial et a
popularisé les régimes a faible teneur en glucides a partir des années 1970). Aujourd'hui, d'autres
régimes a faible teneur en glucides, y compris les régimes Paleo, South Beach et Dukan, sont tous
riches en protéines mais modérés en gras. En revanche, le régime cétogene se distingue par sa teneur
exceptionnellement élevée en matiéres grasses, généralement de 70 % a 80 %, mais avec un apport
modéré en protéines (10 % a 20 %). La faible teneur en glucides (5 % a 10 %), prive 'organisme de
glucose comme source énergétique, au dépend des corps cétoniques produits a partir de la matiere
grasse. De nombreuses données récentes suggerent que le régime cétogene pourrait avoir un réle

thérapeutique dans de nombreuses maladies.

b. Essais cliniques / applications
Pour autant, ce régime est utilisé depuis de nombreuses décennies pour traiter certaines
maladies. Au XIX siecle, le régime cétogéne était couramment utilisé pour aider a controler le diabéte.
En 1920, il a été développé et introduit comme traitement efficace de |'épilepsie a la clinique Mayo
par le docteur Russel Wilder qui avait remarqué qu’un je(ine absolu stoppait les crises (Winesett et
al., 2015). Le régime cétogene a également été testé et utilisé dans différents cas y compris dans le

cadre de nombreuses pathologies.

i.  Longévité et qualité de vie

Deux études majeures ont récemment décrit des effets sur la longévité, la mémoire et la
santé sur des souris males nourries constamment ou épisodiquement avec un régime cétogene. Dans
la premiére étude (Newman et al.,, 2017), les auteurs ont comparé des souris nourries
alternativement une semaine avec un régime cétogeéne et une semaine avec un régime classique avec
des souris nourries constamment avec le régime cétogene et des souris nourries avec un régime
classique. Les résultats montrent que les souris nourries alternativement avec le régime cétogene
présentent une réduction de la mortalité entre I'age de 12 mois et 36 mois mais pas d’effet sur la
durée de vie moyenne de la souris, aux alentours de 36 mois. Cette observation n’apparait pas sur les
souris nourries constamment avec le régime cétogene. De plus, les souris agées et nourries
alternativement présentent une amélioration de la mémoire. Le mécanisme avancé pour expliquer
ces résultats est un changement du transcriptome avec une suppression de I'expression de nombreux
génes codant pour la synthese d’acides gras, le métabolisme du glucose et la synthése protéique mais
aussi l'augmentation des genes codant pour |‘oxydation des acides gras, des protéines

mitochondriales et des cibles des protéines de la famille PPAR. L’activation des membres de PPAR a
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été décrite notamment en réponse a un jeline ou en cas de restriction calorique (Badman et al., 2007;

Barger et al., 2017).

La deuxieme étude utilise uniquement des souris placées constamment sous régime cétogene contre
un régime classique et un régime a haute teneur de matiére grasse et enrichi en glucide (non évoqué
ici) (Roberts et al., 2017). Les auteurs mettent en avant une amélioration de la durée vie des souris
sous régime cétogéne avec une augmentation de 13.6% de la médiane de I'espérance de vie,
comparativement a un régime classique. Les souris vieillissent également en meilleure santé
(coordination, endurance, force) et ont également une meilleure mémoire. Les raisons évoquées sont
multiples. Tout d’abord, la prévention du gain de poids au cours du régime aurait des effets positifs
sur la longévité des animaux. Physiologiquement, les souris agées sous régime cétogéne ont un poids
plus léger et un taux de masse graisseuse diminuée comparées aux souris classiguement nourris et
au méme age. Les auteurs évoquent également un niveau d’activation réduit de la voie de
signalisation mTOR dans le foie, un taux de protéines hépatiques acétylées 5 fois supérieur au groupe
contréle et 2,5 fois supérieur dans les muscles. Les histones et p53 font partis des protéines
retrouvées acétylées. L'hyperacétylation de p53 avait déja été décrit comme inhibant mTOR et sa
signalisation et qu’une diminution de l'activitt de mTOR peut augmenter I'espérance de vie

(Houtkooper et al., 2010; Schupp et al., 2013).

jii. La perte de poids

La perte de poids associée au régime cétogeéne est incontestée (Kosinski and Jornayvaz, 2017;
Shai et al.,, 2008). Néanmoins, les mécanismes impliqués different selon les théories. Certains
chercheurs suggerent que le régime cétogene n’apporte aucun avantage métabolique et que la perte
de poids résulte d’une sensation de satiété grace aux protéines contenues dans le régime entrainant
un apport calorique réduit (Westerterp-Plantenga et al., 2009). Une autre hypothése repose sur I'idée
gue le régime induit un avantage métabolique. Premiérement, une diminution de I'appétit due a
I'effet de satiété des protéines mais aussi aux hormones de contréle de I'appétit et aux corps
cétoniques qui auraient une action suppressive de |'appétit. Deuxiemement, le régime induirait une
réduction de la lipogenese et une augmentation de la lipolyse. Troisiemement, le régime cétogene
conduirait a une réduction du quotient respiratoire au repos et, par conséquent, une plus grande
efficacité métabolique dans la consommation des graisses. Enfin, le régime entrainerait une
augmentation des colts métaboliques de la gluconéogenese et de I'effet thermique des protéines ce

qui permettrait également d’expliquer les raisons de la perte de poids (Fine and Feinman, 2004).
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jii. Les maladies cardiovasculaires

De nombreux éléments rapportent un bénéfice du régime cétogéne dans les maladies
cardiovasculaires. Des études récentes ont démontré qu’une diminution des taux de glucides a des
niveaux entrainant une cétose physiologique aurait des conséquences bénéfiques sur le profil
lipidique sanguin (diminution du taux de cholestérol LDL, lipoprotéines a faible densité, et
augmentation du taux de cholestérol HDL, lipoprotéines a haute densité) (Kosinski and Jornayvaz,
2017; Shai et al., 2008). Le régime cétogene présente des effets marqués sur les taux de triglycérides
sanguins, de par leur mobilisation pour la synthese en corps cétoniques, mais il y a aussi des effets
positifs significatifs sur la réduction du cholestérol total et I'augmentation des lipoprotéines de haute
densité (Sharman et al., 2002). De plus, il a été rapporté que le régime cétogéne augmente la taille et
le volume des particules lipoprotéiques de faible densité qui diminuent les risques cardiovasculaires
comparativement aux particules lipoprotéiques de faible densité, plus petites et plus denses qui sont
associées a un risque athérogene accru (Volek et al., 2005). Enfin, un taux de glucose sanguin faible
entraine une diminution du taux d’insuline et ralentit alors la production endogéne de cholestérol car
I'enzyme hépatique clé dans la synthése de cholestérol, I'oxydoréductase hydroxyméthylglutaryl-
CoA, étant activée par l'insuline (Harris et al., 2000). Une cétose physiologique peut ainsi améliorer

le profil lipidique.

jiv. Diabéte de type Il.

La résistance a l'insuline est la principale cause conduisant au diabete de type Il. Elle se
caractérise par une capacité altérée des cellules musculaires a capter le glucose circulant. Une grande
proportion des glucides issus du régime alimentaire sera convertie en lipides par le foie et ne sera pas
oxydée par les muscles squelettiques pour fournir de I'énergie. Plusieurs études ont été publiées sur
I'effet d’'un régime cétogene chez des sujets obéses sélectionnés avec des taux élevés de glucose
circulant et cholestérol. Aprés plusieurs semaines (16 ou 24 semaines), la mise sous régime cétogene
a montré des effets sur la perte de poids, la diminution du taux de cholestérol total, une
augmentation du taux de HDL, une diminution du taux de LDL et une diminution du taux de glucose
circulant (Dashti et al., 2004; Yancy et al., 2005). A noter que dans I'étude de 16 semaines (Yancy et
al., 2005), I'amélioration observée avec le régime cétogene a été constatée alors que 17 des 21
participants ont abandonné leur traitement antidiabétique durant I'étude. Une réduction des
glucides conduit a une réduction des taux d’insuline afin de favoriser I’utilisation des corps cétoniques
comme substrat énergétique, amenant a une réduction significative de la résistance a l'insuline

(Nielsen and Joensson, 2008; Paoli et al., 2013).
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v. Epilepsie

Depuis son développement et son utilité reconnue contre I'épilepsie dans les années 1920
(Peterman, 1925), le régime cétogéne a été fréqguemment utilisé comme traitement non
pharmacologique de I'épilepsie infantile pharmaco-résistante (Neal et al., 2008; Weijenberg et al.,
2018). Dans I’étude de Neal paru dans The Lancet en 2008, les enfants sélectionnés pour participer
a cette étude avaient entre 2 et 16 ans et présentaient des crises épileptiques journaliéres ou plus de
7 crises par semaine, avec une résistance a au moins deux médicaments antiépileptiques. Apres 3
mois, le régime cétogene a permis une réduction drastique des crises épileptiques, allant jusqu’a une
réduction de plus de 90 % pour 7 % des enfants soumis au régime cétogene. Le mécanisme par lequel
les corps cétoniques permettent une réduction des crises épileptiques n’est pas bien décrit.
Cependant des pistes sont avancées comme |'augmentation de la synthése du neurotransmetteur

GABA induite par les corps cétoniques (voir paragraphe « Synthése de Neurotransmetteur).

vi. Le cancer

La plupart des cellules cancéreuses agressives sont caractérisées par un métabolisme altéré du
glucose (Annibaldi and Widmann, 2010). Le devenir du glucose est multiple pour ces cellules. Outre
le devenir énergétique, il participe a la production de molécules nécessaires a leur prolifération ainsi
gu’a la synthése de peptides aux propriétés antioxydantes (Annibaldi and Widmann, 2010; Romero-
Garcia et al.,, 2011). D'un point de vue métabolique, les cellules cancéreuses utilisent
préférentiellement la glycolyse aérobique, appelée I'effet Warburg : le pyruvate généré a partir des
molécules de glucose est réduit en lactate plutét que converti en acétyl-CoA mitochondrial,
alimentant le cycle de Krebs et la chaine respiratoire, malgré la présence d’oxygéne (Hanahan and
Weinberg, 2011). A cela s’ajoute certaines tumeurs comme le neuroblastome qui présente un
métabolisme oxydatif réduit avec des activités des complexes de la chaine respiratoire faibles, associé
a un faible nombre de copies du génome mitochondrial (Morscher et al., 2015). C’est dans ce contexte
que le régime cétogene s’est positionné en tant que stratégie pour limiter la prolifération tumorale.
De nombreuses études précliniques ont été réalisées sur des patients présentant des cancers
d’origines différentes. L'étude de Weber (Weber et al., 2018) a synthétisé I'ensemble des études
précliniques réalisées en fonction des types de cancer. Il ressort de cette étude une hétérogénéité
guant aux effets du régime sur les tumeurs. En effet, on notera que le glioblastome représente le
cancer le mieux étudié avec 8 études précliniques dont 6 rapportent des effets anti-tumoraux alors
gue le cancer du rein n’est concerné que par 2 études avec des résultats mitigés, I'une rapportant

des effets secondaires séveres et I'autre des effets pro-tumoraux.
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Néanmoins, les mécanismes expliquant les effets anti-tumoraux sont multiples : une diminution du
taux de glucose et une augmentation du taux des corps cétoniques et d’acides gras circulant. Cela
rend les tumeurs plus sensibles aux traitements de chimiothérapie ou radiothérapie vis-a-vis de leur
métabolisme dépendant du glucose et de facon plus prononcée sur les tumeurs présentant des
dysfonctions mitochondriales. Le régime cétogéne a donc été proposé comme une thérapie
adjuvante dans certains types de cancer (Allen et al., 2014). Un autre mécanisme est le taux d’insuline
réduit qui entraine une sous-régulation des voies de signalisation d’oncogénes activés par les

récepteurs a l'insuline surexprimés par les cellules tumorales (Klement, 2019).
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4. Contexte et objectifs

Les macrophages participent au maintien de I'homéostasie tissulaire par de nombreux
mécanismes, comme par exemple la détection et I’élimination des microbes et des cellules mortes et
la réparation et la cicatrisation tissulaire. Lorsque les macrophages sont en nombre insuffisant pour
remplir leurs fonctions, un recrutement de monocytes circulants est nécessaire afin de restaurer le

pool de macrophages présents (Okabe and Medzhitov, 2016).

La différenciation des monocytes en macrophages est induite et régulée par des facteurs produits
localement qui, en fonction du contexte, favorisent la génération de macrophages inflammatoires ou
de macrophages immunorégulateurs/réparateurs. Ainsi, les macrophages acquiérent un phénotype
et des propriétés adaptées aux besoins tissulaires. En fonction de la nature du danger, il existe donc
une multitude de macrophages différents rendant leur classification compliquée. Néanmoins, bien
que réductrice, une classification, proposée par Alberto Mantovani dans les années 2000, reste
encore largement utilisée. Elle oppose les macrophages inflammatoires (M1) aux macrophages
immunorégulateurs et réparateurs (M2), a I'image de la classification Th1/Th2. Bien que cette
classification bidimensionnelle ait permis d’aborder la diversité phénotypique des macrophages et
de comparer les différentes sous-populations décrites dans la littérature, elle sous-estime tres
largement la multitude de profils de macrophages qui sont retrouvés in vivo (Mantovani et al., 2004a;
Xue et al., 2014). Une classification plus récente propose que les macrophages soient définis selon
trois grandes propriétés : réparation, inflammation et immunorégulation (Mosser and Edwards,

2008). Cependant, la classification binaire M1/M2 reste encore largement utilisée par les auteurs.

Jusqu’a récemment, les études portant sur la polarisation des macrophages se sont focalisées sur les
sighaux immunitaires. Cependant, comme évoqué précédemment, de nombreux signaux participent
a ce processus, tels que la pression en oxygene ou encore des métabolites. En effet, le métabolisme
n’a pas uniquement comme finalité la production d’ATP pour fournir de I'énergie aux macrophages,
il joue un roéle direct dans I'acquisition de propriétés inflammatoires, immunorégulatrices ou
réparatrices (Galvan-Pena and O'Neill, 2014). Il a ainsi été démontré que le profil inflammatoire des
macrophages requiert un métabolisme glycolytique, Iutilisation de la voie des pentoses phosphates
ou encore I"accumulation d’intermédiaires du cycle de Krebs (O'Neill and Pearce, 2016). A I'inverse,
les macrophages immunorégulateurs/réparateurs présentent un métabolisme majoritairement
oxydatif. Les mitochondries sont également impliquées dans les phases effectrices, comme le

processus d’efferocytose et de phagocytose ou dans la synthese des cytokines anti-inflammatoires
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(O'Neill et al., 2016; Wang et al., 2017). Ainsi, de nombreuses études soulignent aujourd’hui
I'importance du métabolisme et de sa régulation sur les fonctions des macrophages. Ces études
permettent également de suggérer qu’il est possible de moduler le phénotype des macrophages en
agissant sur leur métabolisme. Certains intermédiaires ou produits des voies métaboliques
présentent des fonctions de molécules de signalisation, comme le succinate qui stabilise le facteur
de transcription HIF-1a ou encore des fonctions microbicides pour le NO et les ROS (Tannahill et al.,

2013; Vatansever et al., 2013)

Ainsi, comprendre comment agir sur le métabolisme des macrophages et identifier les facteurs
naturellement présents dans les tissus et susceptibles d’orienter le phénotype des macrophages dans

un contexte pathologique est essentiel.

L'objectif de cette thése a été d’étudier in vitro I'impact du régime cétogene et des corps cétoniques

sur les macrophages humains d’un point de vue phénotypique et d’un point de vue métabolique.
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5. Résultats

Les résultats présentés dans ce manuscrit portent sur deux études :

- la premiére porte sur I'impact des corps cétoniques sur le phénotype des macrophages humains.

- la deuxieme étude porte sur |'effet des corps cétoniques dans un contexte d’acidose lactique.

a. Etude 1:Impact du régime cétogene sur la cicatrisation et réle de

I’acétoacétate sur la génération de macrophages réparateurs

i. Contexte et objectifs de I'étude

Les macrophages participent a de nombreux processus physiologiques comme la défense de
I'organisme et la réparation/cicatrisation des tissus lésés. Le phénotype des macrophages est
conditionné par la nature des signaux, immunologiques et non immunologiques, présents
localement, tout au long du processus de différenciation. Il est aujourd’hui acquis que le phénotype
des macrophages est également dépendant de leur métabolisme, lui-méme conditionné par la nature

des nutriments qui sont a sa disposition.

Le régime cétogene induit la libération dans la circulation générale des corps cétoniques B-
hydroxybutyrate et acétoacétate aprés B-oxydation des acides gras par les hépatocytes. Ces corps

cétoniques sont utilisés par les cellules extra-hépatiques comme substrat énergétique.

Cette étude avait comme objectif d’analyser le phénotype des macrophages générés in vitro en
présence de corps cétoniques dans un milieu pauvre en glucose (mimant des conditions d’un régime

cétogene).

ii. Résultats de I’étude
1. L’acétoacétate induit I'expression de molécules impliquées dans les processus
de réparation/cicatrisation par les macrophages humains

Des macrophages humains ont été générés in vitro par culture de monocytes en I'labsence
(M) ou en présence de 5 mM d’acétoacétate (AcAc-Me). Aprés 5 jours de culture, les AcAc-M@
conservent une expression équivalente des marqueurs macrophagiques CD14 et CD163 que les Mo,
et expriment des niveaux faibles des marqueurs de DC CD1a (Figure 1a). L’expression de nombreux
transcrits dont I'expression est dépendante du M-CSF, est équivalente entre les deux populations
(Figure Supplémentaire 1a). La production d’IL-10 et d’'IL-12p70 est également inchangée, tout
comme l'activité de phagocytose (Figure 1a). Cependant, et de fagon intéressante, les AcAc-M@

sécretent, comparativement aux M, des taux nettement plus élevés des facteurs solubles VEGF-A
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et G-CSF impliqués dans la néovascularisation et des facteurs impliqués dans la régénération de
|’épithélium : OSM et HB-EGF (Figure 1b). Ces facteurs interviennent dans le processus de
cicatrisation qui est, schématiquement, organisé en 4 étapes successives et interconnectées :
I’'hémostase, I'inflammation, la prolifération des kératinocytes et le remodelage tissulaire (Ding and
Tredget, 2015). Nous avons donc évalué I'expression d’autres transcrits impliqués dans I’'hémostase,
I'inflammation, la prolifération et le remodelage tissulaire. Les résultats montrent que les niveaux
d’expression de ces genes sont tres nettement augmentés dans les AcAc-M@ comparativement aux
M (Figure 1c et d). De plus, les AcAc-M sécretent également des taux supérieurs de IL-1B, TNFa,
IL-6, IL-8 et IL-a, comparativement aux M, bien que les concentrations de IL-1, TNFa et IL-6 restent
inférieures a celles des macrophages inflammatoires générés en présence de GM-CSF et d’IFNy

(Figure 1e).

De plus, de nombreux génes codant pour des chimiokines intervenant dans le recrutement des
cellules immunitaires et qui ont également un réle dans la réparation et la cicatrisation tissulaire, sont
surexprimées dans les AcAc-M@ comparativement aux Mg, notamment CCL2 recrutant les
monocytes, CCL20 et CCL18 recrutant les DC, CCL3L1 recrutant les cellules NK, CXCL5 et CXCL2
recrutant les neutrophiles et CCL22 recrutant les lymphocytes T régulateurs (Figure 1c et d). Ces
premiers résultats indiquent que I’AcAc favorise I'acquisition d’un profil réparateur lors de la

différentiation des monocytes humains en macrophages.

Nous avons ensuite comparé le profil des AcAc-Me a celui des macrophages décrits dans la littérature
comme les prototypes des macrophages réparateurs, générés en présence de M-CSF et d’IL-4 (IL-4-
M) (Mosser and Edwards, 2008). Tout d’abord, et dans le but de comparer les IL-4-M¢ aux AcAc-
M, nous avons évalué les niveaux d’expression des marqueurs induits par I'lL-4 sur ces deux
populations cellulaires. L'expression membranaire de dectin-1 et CD206 ainsi que |’expression de
nombreux transcrits décrits comme étant dépendant de I'lL-4 sont faiblement exprimés par les AcAc-
M comparativement aux IL-4-Me (Figure Supplémentaire 1b et c). De plus, des genes exprimés par
les AcAc-M ne sont pas retrouvés exprimés par les IL-4-Me (Figure Supplémentaire 1c). Ces résultats

démontrent que les AcAc-Mu et les IL-4-M constituent deux sous-populations différentes.

Comme attendu, les IL-4-M¢ sécrétent des facteurs impliqués dans la réparation tissulaire et la
cicatrisation, tels que G-CSF, OSM et VEGF-A, mais contrairement aux AcAc-M@ ne sécretent pas de
HB-EGF (Figure 1a). La comparaison des taux de sécrétion de ces facteurs entre les AcAc-Me et les IL-

4-M@ montre que les AcAc-M@ ont des taux de sécrétion de VEGF-A, G-CSF, OSM et HB-EGF
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nettement supérieurs aux IL-4-Me (Figure 1a). Il apparait donc que les AcAc-M¢ ont un profil

réparateur plus prononcé et qu’il est acquis indépendamment de I'lL-4.
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Figure 1: Les AcAc-M présentent un phénotype réparateur. a-f. Les monocytes sont cultivés en M-
CSF (M), M-CSF plus 5 mM d’AcAc (AcAc-Me), GM-CSF (GM-CSF-Me), GM-CSF plus IFNy (GM-CSF-
M + IFNy) ou M-CSF plus IL-4 (IL-4-M). a. L’expression membranaire de CD1a, CD14 et CD163 a été
analysé par cytométrie en flux a J5 sur les M-Mg, les AcAc-Mo et les GM-CSF-M (panel de gauche).
L'IL-10 et I'lL-12p70 ont été quantifié aprés 48 h de stimulation avec LPS a J5 et l'activité de
phagocytose a été analysé a J5 (panels de droite) (n=4). b. VEGF-A, G-CSF, OSM et HB-EGF ont été
guantifié apres 48 h de stimulation avec LPS a J5 (nd= not detected ; n=4). c. L'expression relative de
TNC, IL-36y, CXCL2, CXCL5, CXCR4, CCL18, CCL22, ANGPTL4, MMP1, MMP7 et MMP9 a été analysé a
J5 aprés 6 h de stimulation avec LPS, les résultats sont exprimés en ratio de I'expression des AcAc-
Mo sur I'expression des Mo (n=3). d. L'expression relative de F3, PLAU, CXCL1, PLAT, CCCL2,
CCL3L1/L3 et CCL20 a été analysé a J5 apres 6 h de stimulation avec LPS, les résultats sont exprimés
en ratio de I'expression des AcAc-Me sur I'expression des M (n=3). e. IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8 et IL-1a
ont été quantifié aprés 48 h de stimulation avec LPS a J5 (nd= not detected ; n=3). a-f. moyenne *
SEM, *p<0.05, ** p<0.01, (Wilcoxon test).
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2. L’acétoacétate induit 'expression de molécules impliquées dans la
cicatrisation indépendamment de I'empreinte cytokinique

L'AcAc induit la génération de macrophages présentant un phénotype réparateur apres
différenciation en présence de M-CSF (cytokine pro-M2). Le phénotype réparateur est décrit
principalement pour les macrophages de type M2. Nous nous sommes donc posé la question de la
capacité de I’AcAc a induire I'expression de marqueurs de réparation par des macrophages générés
in vitro en présence de médiateurs pro-M1. Nous avons donc comparé l'effet de I’AcAc sur la
différenciation des macrophages en présence de GM-CSF (générant des macrophages M1-like), GM-
CSF+IFNy (macrophages M1) ou en présence de M-CSF et d’IL-4 (macrophages réparateurs
prototypes). Aprés une différenciation de 5 jours en présence ou non d’AcAc, toutes les sous-
populations présentent une augmentation de la sécrétion des facteurs VEGF-A, G-CSF et OSM
comparativement aux cellules générées en I'absence d’AcAc (Figure 2). L’AcAc apparait donc comme
un facteur non-immunologique permettant I'acquisition d’un profil réparateur par les macrophages,

guelle que soit la voie de différenciation induite.
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Figure 2: L’AcAc permet I'acquisition d’un profil réparateur indépendamment de I'empreinte
cytokinique polarisant les macrophages. Les monocytes sont cultivés en GM-CSF (GM-CSF-Me), GM-
CSF plus IFNy (GM-CSF-M + IFNy) ou M-CSF plus IL-4 (IL-4-M) en présence ou en absence de 5 mM
d’AcAc. VEGF-A, G-CSF et OSM ont été quantifié apres 48 h de stimulation avec LPS a J5 (nd= not
detected ; n=3), moyenne + SEM, *p<0.05, ** p<0.01, (Wilcoxon test).
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3. L’acétoacétate augmente la respiration oxydative des macrophages humains
Une fois captés par les cellules, les corps cétoniques sont métabolisés en acétyl-CoA via les
enzymes cétolytiques alimentant le cycle de Krebs (Newman and Verdin, 2014a). Le cycle de Krebs
fournit les coenzymes réduites NADH et FADH; qui seront utilisés par la chaine respiratoire pour la

synthése d’ATP via la phosphorylation oxydative (van der Windt and Pearce, 2012).

Les macrophages humains expriment les genes codant pour les enzymes cétolytiques BDH1, OXCT1,
ACAT1 et ACAT2 méme si les niveaux d’expression de BDH1, responsable de la conversion du B-
hydroxybutyrate en acétoacétate, sont tres faibles (Figure 3a). Les niveaux d’expression de ces
enzymes ne sont pas modulés en présence d’acétoacétate. Pour évaluer le réle de I’AcAc sur la
phosphorylation oxydative des macrophages, nous avons analysé, a I’aide de I'analyseur métabolique
Seahorse, la consommation d’oxygene en présence de différents inhibiteurs modifiant la chaine
respiratoire. Il ressort de cette analyse que, en présence d’AcAc, les macrophages humains
présentent une augmentation significative de la respiration basale et une augmentation de la
production d’ATP en lien avec la consommation d’oxygéne (Figure 3b et c). La capacité maximale de
la chalne respiratoire n’est pas significativement différente mais présente une tendance a
|"augmentation en présence d’AcAc (Figure 3b et c). Ces résultats montrent que la présence d’AcAc

au cours de la différenciation des macrophages augmente leur capacité respiratoire.
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Figure 3 : L’AcAc améliore la respiration oxydative des macrophages et ces effets sur I'acquisition
d’un profil réparateur ne sont pas reproduit pas le B-OHB. Les monocytes sont cultivés en M-CSF en
absence (M) ou en présence de 5 mM de B-OHB (B-OHB-M) ou de 5 mM d’AcAc (AcAc-Me). a.
L’expression relative de BDH1, OXCT1, ACAT1 et ACAT2 a été analysé a J5 (n=3). b-c. Profil du taux de
consommation d’oxygéne (OCR) des macrophages analysés par Seahorse a J5 (n=4). b. L'OCR a été
mesuré avant et apres I'ajout de facon séquentielle d’oligomycine (oligo), de carbonyle cyanide p-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) et d’antimycine A (AntiA). c. Les taux basaux d’OCR (Basal
respiration), la consommation d’oxygene lié a la synthése d’ATP (ATP-linled respiration) et la capacité
maximale de la chaine respiratoire (Maximal respiratory capacity) ont été obtenus a partir du profil
OCR général, les formules sont détaillées dans la section matériel et méthodes. d. G-CSF et VEGF-A
ont été quantifié apres 48 h de stimulation avec LPS a J5 (n=3). a-d. moyenne + SEM, *p<0.05, **
p<0.01, (Wilcoxon test).

4. L’acquisition d’un profil réparateur et cicatrisant est induite par
I'acétoacétate, mais pas par le 6-hydroxybutyrate

En accord avec le fait que le gene codant BDH1 est tres faiblement exprimé, aucun effet de
B-OHB n’est observé sur I'acquisition de marqueurs de réparation et cicatrisants par des macrophages

humains générés en présence de M-CSF. Le B-OHB ne module pas I'expression des génes codant pour
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les enzymes cétolytiques BDH1, OXCT1, ACAT1 et ACAT2 ni les taux de sécrétion de G-CSF et de VEGF-
A apres 5 jours d’exposition (Figure 3a et d). Cette absence d’effet du B-OHB, associée a la faible
expression du gene codant pour I’'enzyme BDH1, suggére que les macrophages humains n’ont pas la
capacité d’oxyder le B-OHB. Nos résultats sont en accord avec une étude qui a récemment démontré
que les macrophages murins ne peuvent pas oxyder le B-OHB car dépourvus de I'enzyme BDH1

(Puchalska et al., 2019).

5. Lerégime cétogene et I'acétoacétate accélérent la cicatrisation tissulaire
Pour confirmer ces résultats obtenus in vitro, nous avons voulu évaluer I'effet du régime
cétogene sur la réparation tissulaire comparativement a un régime classique dans un modele murin

de cicatrisation tissulaire.

Nous avons d’abord étudié le phénotype des macrophages murins générés en présence ou en
absence d’AcAc a partir de précurseurs isolés de la moelle osseuse. Comparativement aux
macrophages générés en I'absence d’AcAc, les macrophages murins générés en présence d’AcAc ont
des niveaux d’expression des génes impliqués dans la cicatrisation nettement supérieurs, similaires a
ceux retrouvés dans les macrophages humains (Figure 4a). Il est ainsi retrouvé une augmentation
d’expression des génes impliqués dans ’hémostase (PLAT), I'inflammation (IL-1B, TNFa, CCL2 et IL-
6), la prolifération cellulaire (TNC, HB-EGF, OSM, IL-36y) et le remodelage tissulaire (MMP9, VEGF-A
et G-CSF).

Le modeéle murin de cicatrisation consiste en I'incorporation d’une attelle autour d’une plaie dorsale,
générée par ablation d’'un fragment de peau et maintenue par des points chirurgicaux afin d’éviter la

fermeture de la plaie par contraction musculaire.

Tout d'abord, nous avons mesuré quotidiennement la fermeture de la plaie chez des souris nourries
avec un régime classique ou un régime cétogene (riche en graisses et pauvre en glucides et en
protéines) favorisant la synthése et la circulation des corps cétoniques dans I'organisme (Figure 4b et
c). Nous avons observé que la fermeture de la plaie était significativement plus rapide chez les souris

soumises a un régime cétogéne que chez les souris ayant recu a un régime classique (Figure 4d).

Dans une deuxieme série d’expériences, et pour préciser I'impact de I'AcAc, nous avons étudié son
effet sur la cicatrisation en appliquant quotidiennement 50 pumoles d’AcAc sur la plaie de souris
nourries dans le cadre d'un régime alimentaire classique. Les résultats montent qu’une application

topique d'AcAc accélere la fermeture de la plaie, comparativement aux souris n’ayant eu qu’une
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application de PBS (Figure 4e). Ces résultats montrent que |'utilisation d'un régime cétogene améliore
la cicatrisation d'une plaie cutanée mais également que I'application topique d'AcAc sur une plaie

apporte un bénéfice a la cicatrisation.
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Figure 4 : L’AcAc induit un profil réparateur sur des macrophages murins et accéléere la réparation
tissulaire tout comme un régime cétogéne. a. Les cellules de la moelle osseuse de souris ont été
cultivés pendant 5 jours en M-CSF en absence ou en présence de 5 mM d’AcAc. L'expression relative
de PLAT, IL-1B, TNFa, CCCL2, IL-6, TNC, HB-EGF, OSM, IL-36y, MMP9, VEGF-A et G-CSF a été analysé
aJ6 apres 6 h de stimulation avec LPS, les résultats sont exprimés en ratio de |'expression des BMDM
en présence d’AcAc sur I'expression des BMDM en absence d’AcAc. b-c. Suivi des taux sériques
d’acétoacétate (panel de gauche) et de B-hydroxybutyrate (panel de droite) dans des souris sous
régime cétogéne ou sous régime classique (n=3). d-e. Suivi de la cicatrisation de plaies dorsales sur
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des souris sous régime cétogene ou sous régime classique (n=10) (d) ou sous régime classique avec
application locale quotidienne de 50 pmoles d’AcAc ou de PBS (n=13) (e). Les résultats sont exprimés
en pourcentage de fermeture de la plaie au temps t rapport a la taille initiale. moyenne + SEM,
*p<0.05, *** p<0.001, (ANOVA a deux facteurs avec un test de comparaison multiple Sidak).

6. Conclusion de I'étude

Ces données montrent que la différenciation de macrophages humains en présence de corps
cétoniques permet I'acquisition d’un phénotype réparateur objectivé par I'expression et la sécrétion
de nombreux facteurs impliqués dans chacune des 4 phases du processus de réparation
tissulaire/cicatrisation : I’"hémostase, l'inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage
tissulaire. Cette étude met également en évidence que ces effets sont induits uniquement par
|'acétoacétate. En effet, le B-OHB n’induit pas de phénotype réparateur aux macrophages ; cette
absence d’effet est probablement liée au fait que les macrophages humains expriment peu ou pas
BDH1, responsable de I'oxydation de B-OHB en AcAc. Nos données démontrent également que I’AcAc
améliore la respiration oxydative des macrophages humains. Finalement, nous avons observé qu’un
régime cétogene conduit a une amélioration de la cicatrisation d’une plaie avec une vitesse de
cicatrisation plus importante qu’une souris sous régime classique. De facon surprenante, I'application
topique d’AcAc sur une plaie apporte un bénéfice a la cicatrisation en améliorant la vitesse de
cicatrisation. Ces résultats suggerent que I'acétoacétate favorise la cicatrisation notamment, d’un
point de vue cellulaire, via I'acquisition d’un phénotype réparateur par les macrophages, cellules

indispensables a la cicatrisation tissulaire.

iii. Figure supplémentaire et matériel et méthodes

1. Figure supplémentaire
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Figure supplémentaire 1 : a-c. Les monocytes sont cultivés en M-CSF (M), M-CSF plus 5 mM d’AcAc
(AcAc-Me) ou M-CSF plus IL-4 (IL-4-Me). a. L’expression relative des ARNm a été analysé a J5 sans
stimulation. Les résultats sont exprimés en ratio de I'expression des AcAc-Me sur I'expression des
M et représentés selon une échelle de couleur ou le bleu et le rouge représente une diminution ou
une augmentation respective de I'expression en présence d’AcAc (4 donneurs différents : A, B, C et
D). b. L'expression membranaire de Dectin-1 et CD206 a été analysé par cytométrie en flux aprés 48
h de stimulation avec LPS a J5 sur les M-M, les AcAc-Me et les IL-4-Me (n=3). c. L’expression relative
de CCL26, CCL22, CCL18, KIAA1671, TGM2, IL-1a et CSF2 a été analysé a J5 aprés 6 h de stimulation
avec LPS (n=3). a-c. moyenne v, *p<0.05, (Wilcoxon test)

2. Isolement monocytaire et génération des cellules humaines
Les Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) sont obtenus a partir de sang de donneurs humains
sains et volontaires (Etablissement Francgais du Sang, Angers, France, agrément ANG-2017-01) par
centrifugation a gradient de densité standard sur milieu de séparation lymphocytaire (Eurobio,
Courtaboeuf, France). Les monocytes CD14* sont isolés par tri magnétique positif (Milteny Biotec,
Bergisch Gladbach, Allemagne) avec une pureté supérieure a 98%. Les monocytes (1x10° cells/mL)
sont cultivés pendant 5 jours dans un milieu conditionné (CM) composé de RPMI 1640 avec de la

glutamine, sans glucose (Lonza, Verviers, Belgique) supplémenté de 10% de sérum de veau feetal
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(SVF, Eurobio) et de 0.5 g/L D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) en présence de 50 ng/mL de
M-CSF (R&D Systems, Lille, France) pour générer les M, ou 50 ng/mL de GM-CSF (R&D Systems) pour
générer les GM-CSF-M, ou 50 ng/mL de GM-CSF avec I'addition de 50 ng/mL d’IFNy (Immunotools,
Friesoythe, Allemagne) a 3 jours pour générer GM-CSF-M@+IFNy. Les macrophages réparateurs
prototypes (IL-4-Me) sont générés par la culture de monocytes en CM contenant 50 ng/mL de M-CSF

pendant 5 jours avec I'addition de 50 ng/mL d’IL-4 (R&D Systems) a 3 jours.

3. Génération des macrophages murins
A partir des os des tibias et fémurs, les rubans de moelle osseuse sont récupérés a I'aide d’'une
seringue. Les cellules non myéloides sont déplétées des cellules totales de la moelle osseuse apres
incubation avec 10 pg/mL d’anticorps anti-CD4, CD8 et B220 pendant 20 minutes a 4°C puis 30
minutes a 37°C dans du complément de lapin. (Sigma-Aldrich). Les précurseurs myéloides de la moelle
osseuse sont cultivés pendant 6 jours en CM contenant 50 ng/ml de M-CSF (Immunotools) pour

générer des macrophages dérivant de la moelle osseuse (BMDM).

4. Culture en corps cétoniques
Les monocytes ou précurseurs myéloides murins (1x10° cells/mL) exposés aux corps cétoniques sont
cultivés en CM pendant 5 jours en présence de 5 mM de Lithium acétoacétate (AcAc-Me) (Sigma).
Dans certaines expériences les monocytes sont cultivés en CM pendant 5 jours en présence de (R)-3-

hydroxybutyrique acide (B-OHB-M) (Sigma).

5. Quantification des cytokines
Les cellules sont comptées par cytométrie en flux par I'utilisation de 123count eBeads (Thermo Fisher
Scientific, llikirch, France) aprés marquage avec 7-AAD (BD Biosciences, San Jose, CA) pour discriminer
les cellules mortes et les cellules vivantes aprés culture. Les macrophages (1x10°8cellules vivantes/mL)
sont stimulées avec 200 ng/mL de LPS (a partir E.coli sérotype 0111 :B4 ; Sigma-Aldrich) en CM. Les
cytokines sont quantifiées apres 48 h de culture par ELISA conventionnel, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNFa,
IL-6 et IL-8 (Diaclone, Dijon, France), VEGF-A, G-CSF, OSM, HB-EGF, IL-1a (R&D Systems).

6. Analyse de cytométrie en flux
Dans le but de discriminer les cellules vivantes des cellules mortes, tous les échantillons sont marqués
au 7-AAD (BD Biosciences) avant analyse par cytométrie en flux utilisant des anticorps anti-CD1a, anti-
CD14 ou anti-CD163 couplés a des fluorochromes ou leurs isotypes correspondants. Les données sont
acquises sur un cytometre FACSCanto Il (BD Biosciences) et analysées sur le logiciel FlowlJo (Tree Star,

Ashland, OR). Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence relative (RFI) défini comme le

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique X8 || 73



ratio de la fluorescence spécifique (valeurs de MFI obtenus avec les anticorps spécifiques) sur la

fluorescence non spécifique (valeurs de MFl obtenus avec les controles isotypiques).

7. Test activité phagocytaire
Les macrophages sont incubés a 37°C pendant 45 minutes avec microspheéres de carboxylates de 2
um (Thermo Fisher Scientific) préalablement opsonisées a 37°C pendant 30 minutes avec du SVF.
Aprés incubation, les cellules sont lavées et analysées par cytométrie en flux aprés marquage au 7-
AAD pour discriminer les cellules mortes des cellules vivantes. Les résultats sont exprimés comme un

pourcentage de cellules qui ont phagocyté au minimum une bille.

8. Analyse de I'expression des ARNm
Aprés lyse cellulaire par utilisation du Trizol (Thermo Fisher Scientific), les ARN totaux sont extraits
par 'utilisation du kit RNeasy Micro kit (Qiagen, Hildenn, Allemagne). Aprés transcription inverse par
I'utilisation de la transcriptase inverse Superscript Il (Thermo Fisher Scientific), I'expression des ARNm
codant pour les protéines cibles sont analysé par gPCR. La quantification relative est calculée par
I'utilisation de la méthode 2227 utilisant RPS18, EF1A, TBP, RPL13A et PPIA comme références. La
méthode de calcul est basée sur la conversion des valeurs Cq linéaires en une échelle logarithmique
utilisant I'efficacité de la PCR comme fonction exponentielle. La moyenne géométrique des genes de
références est utilisée comme facteur de normalisation, ce qui permet d'éliminer les variations entre

les échantillons.

9. Mesure du taux de consommation d’oxygéne (oxygen consumption rate, OCR)
L’analyse du flux extracellulaire XF96 (Seahorse analyzer, Agilent Technologies, Santa-Clara, CA) a été
utilisé pour déterminer le profile bioénergétique des macrophages. Apres 4 jours de culture, les
cellules sont plantés (50x10° cellules/puits) dans des plaques XF96 pendant 24 h en CM. Puis le CM
est remplacé par du DMEM dépourvu de bicarbonate (Sigma-Aldrich) supplémenté de 11 mM de
gluose, 2 mM de L-glutamine et 1 mM de sodium pyruvate, les cellules sont incubées dans un
incubateur en I'absence de CO; pendant 1 h. La mesure de I'OCR est enregistrée pour analyser
I'activité respiratoire mitochondriale. Aprés des mesures initiales représentant des conditions
basales, les cellules sont exposées séquentiellement a 2 pg/mL d’oligomycine et 4 uM de carbonyle
cyanide p--(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP, tous de Sigma-Aldrich). La respiration non
mitochondriale est obtenue par la mesure de I’OCR apreés addition de 2 ug/mL d’antimycine A et cette
valeur est soustraire a 'ensemble des autres mesures OCR. La consommation d’oxygene liée a la

synthése d’ATP est calculée par la différence entre les mesures d’OCR basales et aprés ajout
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d’oligomycine. La consommation d’oxygene liée a la fuite de proton est obtenue par la différence des
mesures d’OCR représentant la respiration non mitochondriale aux mesures d’OCR obtenus apres
oligomycine. Les valeurs représentant la capacité maximale de la chaine respiratoire sont obtenues
par I'ajout de FCCP et aprés soustraction des valeurs d’OCR aprés antimycine. Trois répliquat
indépendant de chaque mesure sont générés et les résultats sont normalisés par rapport a la

concentration cellulaire initiale.

10. Quantification des taux sériques des corps cétoniques
Les concentrations d’acétoacétate et de B-hydroxybutyrate sont quantifiées dans le sérum des souris
par 'utilisation de I’enzyme B-hydroxybutyrate dehydrogenase (3-HBDH) (Roche Applied Science). En
présence d’excés de NAD ou NADH (Roche Applied Science), I’enzyme oxyde le B-hydroxybutyrate en
acétoacétate ou réduit 'acétoacétate en B-hydroxybutyrate, respectivement. Cette réaction est
monitorée par la mesure de I’échantillon a la longueur d’onde A340nm qui permet de suivre la

conversion du NADH en NAD ou inversement par Pentra C400 (Horiba Medical, Kyoto, Japon).

11. Modéle animal de cicatrisation
Les souris sont anesthésiées par injection péritonéale d’un mixte Ketamine/Xylazine (80 mg/kg and
15mg/kg). Aprés épilation avec un rasoir électrigue et nettoyage de la peau du dos par povidone-
iodine, la peau est perforée deux fois avec un poincon circulaire de biopsie stérile jetable (5 mm?)
pour créer des plaies de pleine épaisseur (y compris le panniculus carnosus). Afin d'empécher la
fermeture de la plaie par contraction musculaire, un disque de silicone a été appliqué autour de
chaque plaie créée, et des points de suture ont été faits sur le bord extérieur du disque de silicone.
Les plaies sont recouvertes d'un pansement occlusif. Dans certaines expériences, 50 pmoles
d'acétoacétate dans du PBS ou PBS seul ont été appliquées quotidiennement sur la plaie dés le
premier jour. Aprés |'opération, les souris ont été mises en cage individuellement. Aux temps
indigués, chaque plaie a été photographiée et les zones de la plaie ont été mesurée a l'aide d'Image).

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a I'aire de la plaie initiale.

12. Statistiques
Les résultats sont représentés comme la moyenne + SEM (Standard error of the mean). Les analyses

statistiques sont réalisées a partir du logiciel Graphpad PRISM version 7.02 (www.graphpad.com),

comme indiqué dans les légendes des figures.
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b. Etude 2 : L’acétoacétate protege les macrophages humains d’un état de

pseudo-starvation induit par une acidose lactique

i. Contexte et objectifs de I'étude

Dans les tissus Iésés ou inflammeés, les macrophages doivent réalisés leurs fonctions dans un
environnement généralement acide (Baldini et al., 2016; Erra Diaz et al., 2018; Sun et al., 2017). Cette
acidification résulte d’'une hypoxie locale, potentiellement associée a une prolifération tissulaire
intense. Lors des processus associés a une prolifération cellulaire massive (réparation, prolifération
tumorale), les cellules présentent une glycolyse exacerbée qui se manifeste par (i) une forte
consommation de glucose et (ii) une production de lactate associée a une libération de protons (Sun
et al, 2017; Vander Heiden et al., 2009). L’acidification extracellulaire est un marqueur de
I'inflammation qui accompagne la réparation tissulaire, I'ischémie ou la tumorigénése (Baldini et al.,
2016; Erra Diaz et al., 2018; Sun et al., 2017). Ainsi, les macrophages tissulaires et les monocytes
nouvellement recrutés doivent adapter leur phénotype et/ou leur métabolisme pour exercer leurs
fonctions dans un environnement hostile, caractérisé par des concentrations élevées en acide

lactique.

Une étude récente du laboratoire a montré que l'acide lactique modifiait le phénotype des
macrophages humains en favorisant I'acquisition d’un profil a la fois inflammatoire (de type M1) et
réparateur (de type M2). Cette étude a également permis de révéler que I'acide lactique était
métabolisé par les macrophages en cours de différenciation et que cette métabolisation était

responsable de I'acquisition de ce profil mixte (Manuscrit en Annexe 1).

Dans la continuité de ce travail, cette deuxieme étude a consisté a analyser le métabolisme des
macrophages humains en présence d’acide lactique afin de comprendre comment des cellules a
durée de vie longue et non proliférantes s’adaptent métaboliquement dans un contexte d’acidose
lactique. De fagon surprenante, il a été observé que la présence d’acétoacétate prévient I'impact de

I'acide lactique sur le métabolisme cellulaire.

ii. Résumé des résultats de I'étude

1. Les macrophages humains en acidose lactique présentent une masse
mitochondriale réduite

Pour analyser la maniére dont les macrophages humains adaptent leur métabolisme au cours

de la différenciation en acidose lactique, nous avons cultivé des monocytes en présence de GM-CSF
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et en absence (appelés GM-Me) ou en présence de 10 mM d’acide lactique (pH 6.5), définie comme

la concentration maximale non toxique ; ces macrophages sont nommés GM+LA-M.

Tout d’abord, nous avons analysé la respiration mitochondriale en mesurant les taux de
consommation d’oxygeéne. Dans la premiere étude, il avait été observé que la métabolisation par les
macrophages de I'acide lactique alimentait le cycle de Krebs ; I'utilisation de lactate C avait permis

de retrouver le *C dans des intermédiaires du cycle de Krebs (Manuscrit Annexe 1).

De maniére inattendue, les macrophages humains exposés, pendant 5 jours, a l'acide lactique
présentent un métabolisme oxydatif diminué alors que la chaine respiratoire reste fonctionnelle
suggérant donc que la différenciation en présence d’acide lactique induit une réduction de la masse
mitochondriale dans les macrophages. Pour valider cette hypothése, nous avons suivi la masse
mitochondriale au cours de la différenciation. Les résultats montrent, dans les premiers temps de la
différenciation, une réduction significative des taux d’ADN mitochondriaux (mtDNA) et de I'activité
de la citrate synthase, deux marqueurs de la masse mitochondriale, dans les GM+LA-Me,
comparativement aux GM-Me ; la masse mitochondriale se normalise a J7. Le ratio citrate synthase
sur complexe IV n’est pas affecté, en accord avec une réduction de la masse mitochondriale et de

I’activité des mitochondries restantes.

L'acidose lactique résulte d’une accumulation de proton et de lactate dans I'environnement
extracellulaire. Afin de déterminer si la réduction de la masse mitochondriale observée sur les
GM+LA-Me est liée a la présence de lactate ou a I'accumulation de protons, nous avons généré des
macrophages en présence soit de 10 mM de lactate a pH physiologique soit en absence de lactate a
un pH acide (pH=6.5). Une réduction des taux de mtDNA est observée dans les macrophages a
pH=6.5, aprés 4 jours, comparable a celle observée dans les GM+LA-My ; au contraire,les

macrophages générés en présence de lactate a pH physiologique ont des taux similaires aux GM-Me.

Ces résultats démontrent que les macrophages humains dans un environnement acide ont recours a

une réduction de leur masse mitochondriale au cours de leur différenciation.

2. L’expression des génes impliqués dans la biogénése mitochondriale n’est pas
modulée en acidose lactique

Pour préserver ses fonctions, la mitochondrie a recours a un remodelage constant (Gottlieb
and Bernstein, 2016). Ainsi, une diminution de la masse mitochondriale peut résulter d’une
diminution de la biogénése mitochondriale ou d’une augmentation de la mitophagie (élimination

sélective des mitochondries dysfonctionnelles via I'autophagie) (Gottlieb and Bernstein, 2016;
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Springer and Macleod, 2016). Dans un premier temps, nous n’avons pas observé de changement
d’expression au cours du temps des genes impliqués dans la biogénése mitochondriale. Il est a noter
une tendance a I'augmentation aprés 7 jours d’exposition a I'acide lactique qui coincide avec la
normalisation des taux d’ADN mitochondriaux observés précédemment. Ainsi, la diminution de la
masse mitochondriale observée en acidose lactique n’est pas due a une diminution de la biogénése

mitochondriale.

3. L’acide lactique induit une dysfonction des mitochondries

Un signe avant-coureur d’une mitophagie, synonyme de mitochondries dysfonctionnelles, est
une dépolarisation de leur membrane (Twig and Shirihai, 2011). En acidose lactique, nous avons
observé que les taux de mitochondries dépolarisées étaient importants dans les macrophages
générés en acidose lactique, avec un pic a 3 jours. Un autre signe de la mitophagie est une réduction
de la taille mitochondriale qui consiste en une réorganisation du réseau mitochondrial associée a une
fission des mitochondries. Une analyse par microscopie électronique a transmission (MET) montre
gue les mitochondries dans les macrophages en acidose lactique ont une taille plus petite que celles
des macrophages générés en I'absence d’acide lactique. De plus, la microscopie confocale met en
évidence un réseau mitochondrial morcelé/fragmenté, témoin d’une fission mitochondriale dans les
GM+LA-M¢ comparativement aux GM-Me. L’'ensemble de ces données suggerent qu’en présence
d’acide lactique, les macrophages présentent des mitochondries dysfonctionnelles et une réduction

du nombre de mitochondries suite a leur élimination par mitophagie.

4. [’acidose lactique amplifie le flux autophagique
La mitophagie consiste en I’élimination ciblée de mitochondries par |'autophagie (Springer
and Macleod, 2016). Les mitochondries non fonctionnelles sont ainsi englouties dans des
autophagosomes puis détruites apres fusion avec les lysosomes. La MET montre que les GM+LA-M

ont des autophagosomes en quantité nettement supérieure comparativement aux GM-Me.

Une analyse par western blot montre une augmentation de la quantité de LC3-Il, protéine associée
aux autophagosomes, et du ratio LC3-1I/LC3-l en acidose lactique aprés inhibition du flux
autophagique prévenant la dégradation et la disparition de LC3-ll. Ces résultats confirment

I"augmentation du nombre d’autophagosomes dans les GM+LA-Me par rapport aux GM-Mp.

Sur la base de ces données peut étre posée I’hypothése que, en acidose lactique, le flux autophagique
serait naturellement inhibé et entrainerait I'accumulation d’autophagosomes. Premiérement, nous

avons observé une surexpression des génes impliqués dans I’autophagie dans les GM+LA-M, avec
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un pic a 12 heures de culture. Deuxiémement, I'expression protéique de p62, qui se lie a LC3 et est
dégradée au cours de I'autophagie, est réduite en acidose lactique, supportant I’hypothése d’un flux
autophagique actif dans les GM+LA M@. Une inhibition du flux entraine une accumulation des
protéines p62 et LC3-ll, spécialement dans les macrophages générés en acidose lactique. Ainsi, il

apparait que le flux autophagique des macrophages humains est amplifié en acidose lactique.

5. L’autophagie est indispensable a la survie des macrophages humains en
acidose lactique

Sachant que le flux autophagique est intensifié en acidose lactique, nous avons émis
I’hypothése qu’interrompre ce dernier affecterait la survie des GM+LA M. Nous avons donc évalué
la survie des GM+LA-M en présence ou non de deux inhibiteurs du flux autophagique. L'ajout des
deux inhibiteurs apres 2 jours de culture, quand le processus autophagique est engagé, induit une
diminution importante de la survie des GM+LA M, démontrant que le recours a I'autophagie est un

mécanisme de survie des macrophages humains en acidose lactique.

6. Les macrophages en acidose lactique présentent un changement métabolique
et physique typique des cellules en famine

L'utilisation de l'autophagie a été notamment décrite en réponse a une privation de
nutriments (état de famine ou starvation en anglais). La survie des cellules nécessite qu’elles recyclent
leur contenu intracellulaire afin de fournir des substrats énergétiques pour produire I’ATP (Kaur and
Debnath, 2015; Palikaras et al., 2015). Sachant que la différenciation des monocytes en macrophages
en acidose lactique s’accompagne d’une amplification de I'autophagie nécessaire a leur survie, nous
avons émis I’hypothese que les macrophages présentent un état proche de la starvation, alors que
les nutriments ne sont pas en quantité limitée et qu’ils disposent d’oxygene dans le milieu de culture.
Plusieurs paramétres ont été analysés pour évaluer cette hypothése. Premiérement, nous avons
analysé le taux de phosphorylation de ’AMP kinase, reflet de son activation, en cas de privation
nutritionnelle et entrainant la chute des taux d’ATP intracellulaires. Deuxiemement, nous avons
comparé les taux d’acétyl-CoA intracellulaire, marqueur du statut nutritionnel de la cellule en étant
au carrefour de plusieurs voies cataboliques (sucres, acides gras et protéines). L’analyse de ces deux
parametres donnent des résultats concordants: en présence d’acide lactique, les macrophages
présentent un niveau de phosphorylation de I’AMP kinase supérieur aux macrophages générés en
absence d’acidose lactique, associé a un effondrement des taux d’acétyl-CoA intracellulaires. Ces
données démontrent qu’en présence d’acide lactique, les macrophages présentent des

caractéristiques de cellules en starvation.
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Enfin, nous avons analysé la taille cellulaire, qui est également un reflet de I'état biophysique de la
cellule et qui, en cas de stress ou de privation nutritionnelle, est diminuée ; ce processus permet a la
cellule de réduire la demande et la dépense énergétique (Hecht et al., 2016). Nous avons observé
que les GM+LA-Me présentent une réduction de la taille, qui est maximale a 4 jours, suivie par une
normalisation sur les temps tardifs. Cette observation a également été faite sur des cellules générées

en acidose.

L'ensemble de ces données montrent que, malgré la présence de nutriments et d’oxygene, I'acide

lactique entraine un état biophysique et métabolique de starvation par les macrophages humains.

7. L’acide lactique réduit drastiquement la capture de nutriments par les
macrophages humains

Pour comprendre les raisons d’un état de starvation en présence de nutriments et d’oxygene,
nous avons comparé la capture de différents nutriments par les GM-M¢o et les GM+LA-Me. Les
résultats montrent que la capture de glucose et la production de lactate par les GM+LA-M@ est
inhibée a tous les temps analysés (3, 5 et 7 jours), comparativement aux GM-Mg, alors que les
niveaux d’expression membranaires des transporteurs de glucose demeurent inchangés. Cette
observation a également été faite en situation d’acidose. Une consommation de lactate est observée
dans les premiers jours de la différenciation des GM+LA-M@ comme rapporté dans la premiére étude
(Manuscrit Annexe 1). De fagon similaire au glucose, la capture d’acides aminés, dont la glutamine,
est aussi inhibée en présence d’acide lactique. Ces résultats suggérent que I'état de pseudo-
starvation (i.e. en présence de nutriments) résulte d’une inhibition de la capture de nutriments par

les macrophages humains pendant leur différenciation en acidose lactique.

8. Un pH extracellulaire acide conduit a une acidification intracellulaire
transitoire

Des variation du pH intracellulaire peuvent conduire a des dysfonctions enzymatiques des
voies métaboliques, comme observé dans des cellules tumorales cultivées en acidose extracellulaire
(Marino et al., 2012; Newell and Tannock, 1989; Xie et al., 2014). Nous avons observé que I'exposition
a 10 mM d’acide lactique conduit a une acidification instantanée du compartiment intracellulaire des
macrophages. Cette acidification est transitoire, le pH intracellulaire revient a la normale apres 24
heures. L'effondrement au cours des premiéres secondes d’exposition peut cependant expliquer la
réduction des capacités de capture des nutriments par les macrophages en acidose lactique et le

recours a I'autophagie pour favoriser la survie cellulaire.
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9. L’acétoacétate protege les macrophages humains de la mitochophagie et d’un
état de pseudo-starvation induits par 'acidose lactique

Les dysfonctions mitochondriales, la mitophagie et I'état de pseudo-starvation des
macrophages observés en présence d’acide lactique sont autant d’arguments pour émettre
I’hypothése que l'acétoacétate, qui est un substrat énergétique oxydable par les mitochondries

cellulaires sans utilisation d’ATP, peut prévenir les effets induits par I'acide lactique.

Pour évaluer cette hypothése, nous avons comparé I'effet de I'acétoacétate sur des macrophages
générés sans acide lactique (GM-M¢) ou sous acide lactique en absence (GM+LA-M) ou en présence
d’AcAc (GM+LA-M@ + AcAc). Une analyse des taux de mtDNA révele qu’en présence d’AcAc, les
macrophages ne présentent pas de diminution du nombre de copie de mtDNA. Les GM+LA-Meo +
AcAc affichent méme une augmentation de ces taux a J2, comparativement aux GM-Mg,
augmentation associée avec une surexpression des génes de la biogénéese mitochondriale. Il apparait
également que les GM+LA-M@ + AcAc ne présentent pas d’accumulation de mitochondries
dépolarisées et présentent un réseau mitochondrial non fragmenté, comparé aux GM+LA-Me.
L’étude des parameétres de I'autophagie a permis de mettre en évidence, que ce soit par MET ou en
western blot, que I’AcAc n"amplifie pas les voies de I'autophagie. La capture de glucose est inhibée
dans les GM+LA-Me + AcAc et les GM+LA-Me dans les premiers temps et les deux sous-population
sécretent des taux équivalents de lactate. Cependant, la capture d’acides aminés, de glutamine et de
glucose par les GM+LA-M + AcAc a 5 et 7 jours est supérieure a celle observée pour les GM+LA-Me.
Nous avons également observé que les macrophages captent I’AcAc en présence d’acide lactique et
ce dés les premiers temps de culture. Finalement, nous observons que les GM+LA-M + AcAc ont une
taille et des taux d’acétyl-CoA intracellulaire similaires aux GM-M¢, malgré la présence d’acide
lactique. Pour autant, la chute du pH intracellulaire induite par I'acidose extracellulaire est toujours

observée en présence d’AcAc.

Ces observations identifient I’AcAc comme un substrat énergétique prévenant les effets induits par
I'acide lactique sur les macrophages humains, évitant ainsi I'état de pseudo-starvation et la

dysfonction mitochondriale.

10. L’acétoacétate n’affecte pas le phénotype des macrophages exposés a 'acide
lactique

Dans la premiére étude, nous avions mis en évidence que l|'acidose lactique induit

I'acquisition d’'un phénotype mixte M1/M2 par les macrophages humains. Etant donné que le
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phénotype des macrophages est lié a leur métabolisme, et sur la base de I'impact des AcAc sur le
métabolisme des GM+LA-M, nous avons analysé le phénotype des GM+LA-M¢ + AcAc. Les résultats
montrent que les niveaux de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ou réparatrices ne different
pas entre les GM+LA-M et les GM+LA-M + AcAc. Supportant ces observations, la MET ne montre
pas de signes de stress du réticulum endoplasmique en présence d’acide lactique, avec ou sans AcAc.
Ceci est un premier élément de réponse suggérant que les GM+LA-Me et les GM+LA-M¢ + AcAc ont

une capacité sécrétoire intacte.

11. Conclusion de I'étude

Cette étude a permis de montrer que les macrophages et les monocytes, qui sont des cellules
non proliférantes et a durée de vie longue et pouvant étre recrutés dans des environnements
dépourvus de nutriments et/ou riche en acide lactique, modifient leur métabolisme pour s’adapter a
ces conditions. Cette adaptation, induite par le pH extracellulaire acide, entraine une acidification
intracellulaire transitoire et un recours a un état de pseudo-starvation qui permet aux macrophages
de survivre grace au recyclage et aux nutriments endogénes produits par autophagie. L'acidose
lactique a également des conséquences sur les mitochondries, entrainant des dysfonctions sur une
partie d’entre elles, et conduisant a leur élimination par mitophagie. Nous avons également montré
que I’AcAc se comporte comme un composé permettant aux macrophages de limiter I'impact de
I'acidose lactique. En effet, alors que les macrophages ne captent plus de nutriments exogenes, I’AcAc
permet (i) de maintenir fonctionnelles les mitochondries, (ii) d’éviter le recours a I'autophagie et la
mitophagie et (iii) de limiter la durée de |'état de pseudo starvation. L'acétoacétate permet donc

d’améliorer la résistance des macrophages exposés a un stress induit par I'acidose lactique.

iii. Manuscrit (article soumis a la revue Nature Communicaton)
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Abstract

Macrophages in injured tissues must be active despite the acidic microenvironment. Little is
known about the strategies they adopt to cope with acidosis. We show here that human
monocytes that differentiate into macrophages in conditions of lactic acidosis display
depolarized mitochondria, a transient decrease in mitochondrial mass due to mitophagy, and
a major decrease in nutrient absorption, rendering their survival dependent on autophagy.
These metabolic changes, resembling pseudostarvation, result from extracellular acidosis,
but not from lactosis. We also report that the ketone body acetoacetate, which is produced
during hypoglycemia and oxidized without the need for ATP, protects macrophages from the
metabolic stress induced by acidosis. In the presence of acetoacetate, macrophages retain
their mitochondrial integrity and function in conditions of acidosis, consume nutrients and
do not resort to autophagy. Acetoacetate therefore seems to be an alternative fuel molecule

that improves cell and tissue tolerance to acidic stress.
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Introduction

Normal tissues have an extracellular pH (pHe) of = 7.4, but interstitial acidification (pHe
between 5.5 and 7.0) is commonly observed in inflamed or injured tissues, during autoimmune
or wound healing processes, ischemia and solid tumor growth'=3. Indeed, rapid cell
proliferation and/or hypoxia lead to an increase in glycolysis, with the release of lactic acid
(LA), which dissociates, in the extracellular space, into lactate and protons, the excess protons
causing extracellular acidosis?*. Extracellular lactate concentrations, which range between 1.8
and 2 mM in resting tissues, can reach up to 20 mM in wounds, and 40 mM in solid tumors2>.
Cells tightly control their intracellular pH, but prolonged extracellular acidosis can affect

several aspects of cell biology, including metabolism, signaling and transcriptional activities®

8

Macrophages are innate myeloid immune cells found in almost all tissues. They play a key
role in maintaining tissue homeostasis, tissue repair, and protective anti-infectious immunity,
and in controlling tumor development?. Macrophages are sometimes likened to “firefighters”,
due to the essential role they play in damaged and infected areas. Through their functional
plasticity, macrophages continuously adapt their phenotypes to signals (such as immune
mediators and metabolites) present in the microenvironment, thereby responding precisely to
the needs of tissues® .

In the event of severe inflammation/injury, the resident macrophages may be overwhelmed,
and monocytes are therefore recruited and differentiated into macrophages®. The
differentiation of monocytes into macrophages probably generally occurs in damaged tissues,

in which LA levels may be extremely high, resulting in a low pHe. Human macrophages are
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long-lived cells and their proliferation capacity is unclear'?®3, The ability of monocytes to
survive and differentiate into macrophages under lactic acidosis conditions may therefore be

crucial, to ensure the maintenance of a pool of functional macrophages in damaged tissues.

The mechanisms by which monocytes/macrophages survive in prolonged lactic acidosis
conditions have yet to be determined. Indeed, the differentiation of human macrophages has
mostly been studied at physiological pH (pHe = 7.2-7.4), which seems to be of limited
relevance given that monocytes are mostly recruited to damaged sites. By contrast, the
metabolic adaptations by which tumor cells survive and proliferate under lactic acidosis
conditions have been studied in detail*'*. The objective of this study was to investigate how
human monocytes adapt, survive and differentiate into macrophages under lactic acidosis
conditions. Experiments were conducted under atmospheric oxygen and in the presence of

glucose, to rule out an effect of oxygen or glucose deprivation.

Prolonged exposure to LA affected monocyte/macrophage metabolism. Extracellular acidosis
induced mitochondrial membrane depolarization and significantly decreased nutrient
consumption, resulting in a dependence of the macrophages on a transient phase of autophagy
for survival. We also found that acetoacetate, a ketone body produced by the liver in fasting
conditions, protected the mitochondria from acidosis-induced depolarization and mitophagy,
allowing the cells to continue to metabolize nutrients, thereby avoiding the need for self-
catabolism to survive. Acetoacetate therefore appears to be a crucial alternative fuel metabolite

of potential therapeutic interest, to increase tissue tolerance to lactic acidosis.
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Results

Human macrophages have a smaller mitochondrial mass in lactic acidosis

We investigated the mechanisms by which human monocytes cope with LA, by culturing
monocytes with GM-CSF (GM-Me) in the presence or absence of 10 mM LA (pH=6.5), the
maximum non-toxic concentration for GM-Me (Supplemental Fig. S1). This concentration of
LA and a pH of 6.5 are commonly observed in inflamed tissues'®. Macrophages generated in

the presence of LA are denoted GM+LA-Me.

We first analyzed the mitochondrial respiration of macrophages, by measuring the oxygen
consumption rate (OCR) of day 4 GM-M¢ and GM+LA-Me (Fig. 1a). Basal respiration,
ATP-linked respiration and maximum respiratory capacity were all lower in GM+LA-Me
than in GM-Me (Fig. 1 a&b). However, the ATP-linked respiration/maximal respiration and
proton leak/maximal respiration ratios were similar in GM+LA-M¢ and GM-Meo (Fig. 1c).
These results suggest that day 4 GM+LA-Me have a smaller mitochondrial mass, and that the
residual mitochondria maintain a functional electron transport chain (ETC). Consistent with
this hypothesis, mitochondrial DNA (mtDNA) content, an indicator of the mitochondrial mass,
decreased markedly from day 3 to day 5 in GM+LA-Me, subsequently displaying a trend
towards normalization at day 7 (Fig. 1d). Accordingly, the activity of citrate synthase, another
marker of mitochondrial mass, was also low in day 4 GM+LA-Me, whereas the complex 1V

activity/citrate synthase activity ratio was not affected (Figure 1e).
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Lactic acidosis results from the extracellular accumulation of lactate and protons®. We
therefore investigated whether the decrease in mitochondrial mass observed in GM+LA-Mo
(10 mM LA, pH=6.5) was due to acidosis or lactosis. We determined the mtDNA content in
macrophages generated under conditions of acidosis (12.3 mM HCI, pH=6.5; HCI-M¢) or
lactosis (10 mM sodium lactate, pH=7.3; lactate-M¢) alone. We found that the mtDNA content
of macrophages decreased under acidosis, but not under lactosis conditions (Fig. 1f). We
mimicked pathophysiological conditions more closely by generating macrophages under LA-

induced rather than HCI-induced acidosis conditions in subsequent experiments.

We found that monocytes/macrophages undergo a transient decrease in mitochondrial mass

under conditions of acidosis.
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Figure 1. Sustained acidosis affects macrophage mitochondrial mass. Human monocytes
were cultured with GM-CSF (GM-Mg), GM-CSF plus lactic acid (GM+LA-Me), GM-CSF
plus lactate (Lactate-Me) or under acidosis (HCI-Me), with or without acetoacetate (AcAc).
a-c, Monitoring of OCR profiles in day 4 macrophages (n=7). a. OCR was measured before
and after the sequential addition of oligomycin (oligo), carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP) and antimycin A (AntiA). Basal OCR, ATP-linked respiration,

maximal respiratory capacity and proton-leak respiration were determined as described in the
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Materials and Methods section. b. Metabolic parameters obtained from OCR profiling. c.
ATP-linked respiration/maximal respiratory capacity (ATP-linked/maximal) and proton
leak/maximal respiratory capacity (proton leak / maximal) ratios were calculated. d.
Quantification of mitochondrial DNA (mtDNA) by gqPCR from day 1 to day 7 (n=10). e.
Citrate synthase activity and complex IV/citrate synthase ratio on days 4 and 7 (n=4). f.
mtDNA quantified on day 4 in GM-My, GM+LA-M¢g, HCI-M¢ and Lactate-Meo (n=4). a-f.
Mean + SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (Student’s t-test).

The expression of genes involved in mitochondrial biogenesis is unaffected by lactic
acidosis. Mitochondria undergo constant remodeling to maintain correct function. A decrease
in mitochondrial mass may therefore result from a decrease in mitochondrial biogenesis and/or
an increase in mitophagy (selective removal of dysfunctional mitochondria by the autophagic
machinery)®’. We investigated the process affected by LA, by first analyzing the impact of
LA on the expression of the genes encoding mitochondrial transcription factor A (TFAM) and
NF-E2 factor 2 (NRF2), both of which are involved in mitochondrial biogenesis. The
expression of these genes was not significantly different between GM+LA-M¢ and GM-Me,
whatever the time-point analyzed (Fig. 2a). The expression of both genes tended to increase in
day 7 GM+LA-Me (Fig. 2a), consistent with a restoration of the mitochondrial mass (Fig.
1d&e). These results suggest that the decrease in mitochondrial mass in GM+LA-Me does not

result from a decrease in mitochondrial biogenesis.

Lactic acidosis induces mitochondrial dysfunction. Mitochondrial depolarization to a
dysfunctional level below a certain membrane potential is a prerequisite for mitophagy*8. We

therefore evaluated the presence of dysfunctional mitochondria displaying a loss of
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mitochondrial membrane potential (Aym) in GM-M¢ and GM-LA-Mg. We distinguished
between respiring mitochondria and dysfunctional mitochondria, through a combination of
staining with MitoTracker Green (total Aym-independent mitochondrial content dye) and
MitoTracker Deep Red (Aym-dependent mitochondrial dye, suitable for use in an acidic
medium)**?!, We observed a massive accumulation of depolarized mitochondria

(MitoTracker Green"9" MitoTracker Deep Red'®") in GM-LA-Me, peaking on day 3 (Fig. 2b).

Fission events, which segregate dysfunctional mitochondria and generate smaller
mitochondria, are a prerequisite for the elimination of dysfunctional mitochondria by
mitophagy?2. Confocal microscopy revealed changes in the organization of the mitochondrial
network architecture in GM-LA-Me relative to GM-Me, with higher values for the
morphological form factor (Fig. 2c). However, the mitochondria in GM-M were almost dot-
like (form factor value close to 1). As such, mitochondrial budding during fission would result
in higher form factor values that could be misinterpreted as a filamentous network.
Transmission electron microscopy (TEM) revealed that mean mitochondrial size was smaller
in GM-LA-Me than in GM-Me, with a shift in the entire distribution towards smaller sizes
(Fig. 2d). These modifications of the mitochondrial network, at the micro- and nanoscale, are
entirely consistent with fragmentation of the mitochondrial network and mitophagy*®.

Thus, prolonged acidosis induces the depolarization of mitochondria in macrophages, resulting

in a fragmented mitochondrial network.
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Figure 2. Lactic acidosis induces mitochondrial remodeling. Monocytes were cultured with
GM-CSF (GM-Me; black) or with GM-CSF plus LA, without (GM+LA-Me; red) or with
(GM+LA-Me + AcAc; blue) 5 mM acetoacetate. a. Analysis of TFAM and NRF2 mRNA
levels by RT-gPCR at the indicated time points (n=5). b. Left panel, mitochondrial membrane
potential (A¥m) determined by flow cytometry (details in Materials and Methods); right panel,
representative dot plots on day 3 (1 of 5). ¢c. Morphological descriptors of the mitochondrial
network on day 3. d. Size of mitochondria measured on TEM micrographs (100-150 cells per
condition) on day 3. Left panel, representative frequency histograms; right panel, compilation
of the results (n=3). a-d. Mean £ SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (Student’s t-test).
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The autophagic flux in macrophages is enhanced during lactic acidosis. Mitophagy is the
selective removal of dysfunctional mitochondria by the autophagic machinery. More precisely,
dysfunctional mitochondria are engulfed in autophagosomes, which then fuse with lysosomes,
leading to the degradation of the contents of the resulting phagolysosome. We hypothesized
that autophagic activity increases in macrophages during lactic acidosis. The number of
autophagosomes in the cytoplasm of GM-M¢ and GM-LA-Me was determined by TEM, a
standard method for monitoring autophagy and mitophagy?3. On day 3, GM-LA-M contained

larger numbers of autophagosomes than GM-Me (Fig. 3a&b).

For molecular confirmation of the enhanced autophagic activity in GM-LA-Me, we analyzed
levels of the autophagosome-associated protein LC3-Il, in the presence of bafilomycin Al
(BafA1l), an inhibitor of the vacuolar H" ATPase that prevents lysosomal acidification and
interferes with autophagosome/LC3-11 degradation®*. We found that LC3-11/LC3-1 and LC3-
[1/B-actin ratios were significantly higher in GM+LA-Me than in GM-Me¢ (Fig. 3c),
confirming the presence of a large number of mature autophagosomes in GM+LA-Me. The
expression of p62, which binds LC3 directly and is degraded by autophagy, also decreased
strongly in GM+LA-Me, and this decrease was limited by BafAl, demonstrating that the
autophagic flux was functional in GM+LA-Me (Fig. 3d, upper panel). In addition, consistent
with enhanced autophagic activity, levels of the mRNAs encoding ATG5, p62, LC3B,
HMOX1 and BNIP3L1, all involved in autophagy?, were transiently upregulated in GM+LA-
M relative to GM-Me, peaking at 12 h (Fig. 3e). These observations ruled out the possibility
of the increase in autophagosome numbers in GM+LA-Me being due to accumulation as a

result of defective elimination. As previously reported?®, monocytes differentiated in the
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presence of GM-CSF displayed a discrete increase in ATG5 and p62 mRNA levels (Fig. 3e).
In conclusion, autophagic flux is functional, and exacerbated in macrophages under lactic

acidosis conditions.

Macrophages rely on autophagy to survive during lactic acidosis

We therefore hypothesized that monocytes/macrophages use autophagy to survive during
lactic acidosis. We used salinomycin and BafAl, two autophagy inhibitors shown to be active
under acidic conditions?’~2°, to test this hypothesis. Incubation with salinomycin or BafA1 for
24 h significantly decrease the survival of day 3 GM+LA-Me (Fig. 3f), demonstrating that
M rely on autophagy to survive during lactic acidosis. Autophagy therefore appears to be an

adaptive protective response enabling macrophages to survive in an acidic microenvironment.
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Figure 3. Human macrophages display an upregulation of autophagic flux during lactic
acidosis. a. Representative TEM micrographs of the indicated M subsets; arrows,
autophagosomes; size bar, 1 um (upper panel) on day 3. b. Quantification of autophagic
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vesicles per cell; results are shown in Tukey's box and whisker plots for 30 cells per
experimental condition on day 3 (b). c-e. Western blot analysis of LC3-1, LC3-11 (c), p62 (d,e)
and B-actin (c-e) in day 3 M, in the presence or absence of BafAl or AcAc. The LC3-11/LC3-
I, LC3-1I/B-actin and p62/B-actin band intensity ratios are indicated. The results shown are
from one experiment representative of three performed. f. Levels of ATGS, p62, LC3B,
HMOX1 and BNIP3L1 mRNA, assessed by RT-gPCR at the indicated time points (left panel)
and at 12 h (right panel). g. Day 2 Mo were exposed to salinomycin or BafAl for 24 h, and
cell viability was evaluated by FACS with 7-AAD staining (n=5, left panel). Representative
dot plots showing 7-AAD staining versus FSC (right panel). b,f,g. Mean = SEM. *p<0.05;
**p<0.01 (Student’s t-test).

Macrophages display metabolic and cellular changes typical of starving cells during
lactic acidosis

Self-catabolic autophagy is strongly induced in response to nutrient starvation, to provide
energy substrates; cellular material is, therefore sacrificed, to allow ATP production®3, In
lactic acidosis, monocytes/macrophages are dependent on autophagic processes to survive. We
therefore hypothesized that they would have characteristics typical of cells able to cope with

"starvation”, despite the presence of oxygen and nutrients.

We tested this hypothesis, by investigating the impact of lactic acidosis on AMP-activated
protein kinase (AMPK) phosphorylation. Nutrient deficiency depletes cellular ATP supplies,
thereby activating AMPK and promoting autophagy®?3%. GM+LA-Me¢ displayed an early
increase in AMPK Thr172 phosphorylation (Fig. 4a). Lactic acidosis also upregulated AMPK
expression in macrophages (Fig. 4a), as reported for melanoma cells under similar

conditions®*.
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For confirmation of this observation, we analyzed the impact of lactic acidosis on intracellular
levels of acetyl-coenzyme A (AcCoA), a major integrator of nutritional status at the crossroads
of fat, carbohydrate and protein catabolism®®. The decrease in intracellular AcAc levels
induced by nutrient deficiency triggers autophagy®>=¢. AcCoA levels were lower in GM+LA-
Me than in GM-Me, with a trough observed at day 3 (Fig. 4b). Thus, myeloid cells subjected

to lactic acidosis have characteristics similar to those of starving cells.

Finally, GM+LA-Me (Fig. 4c-e) and HCI-Me (Fig. 4d) cells were significantly smaller than
GM-Me, with the smallest cell sizes recorded on day 3 and a trend towards cell size
normalization by day 7 (Fig. 4e). Decreases in cell size are generally considered to be a
biophysical change occurring under stress conditions, such as nutrient deprivation, enabling
cells to minimize energy demand and expenditure®’. Surprisingly, such changes have rarely
been associated with autophagy®®. Thus, monocytes/macrophages under lactic acidosis
conditions display metabolic and morphological changes typical of starving cells, despite the

presence of oxygen and nutrients, in a process called pseudostarvation.
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Figure 4. Macrophages in conditions of lactic acidosishave characteristics typical of
starving cells. Monocytes were exposed to GM-CSF (GM-Meg), GM-CSF plus LA without
(GM+LA-Me) or with acetoacetate (AcAc) (GM+LA-Me + AcAc) or to acidosis (12.35 mM
HCI, pH=6.5, HCI-Me). a. Levels of total AMPKa, AMPKo phosphorylated on Thrl72
(pPAMPKa) and HSC-70 were analyzed by western blotting at 6 h. The results obtained for
two of four donors are shown; the values correspond to pAMPKo/HSC-70 and
pAMPKo/AMPKa band intensity ratios. b. Intracellular acetyl-CoA levels determined on day
3 (n=4). c. Photomicrographs of the M population on day 3; scale bar, 10 um. d,e. Cell size
was determined on day 3 (d,e) and day 7 (e), by determining the mean of diameter of M in
each population (e, n=3) or relative cell size by flow cytometry with the FSC-A parameter (f,
n=7). b,d,e. Mean = SEM. *p<0.05; **p<0.01 (Student’s t-test).

Lactic acidosis greatly decreases nutrient uptake. We investigated the mechanism
underlying pseudostarvation in GM+LA-Me, by comparing the ability of
monocytes/macrophages to consume nutrients in the presence and absence of LA, by
quantifying glucose, lactate and amino acids in cell culture supernatants during differentiation.
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Under acidosis conditions, monocytes treated with LA or HCI had low glycolysis rates. They
lost their capacity to absorb glucose early in differentiation, and this defect was maintained
until day 7 (Fig. 5a), despite the maintenance of membrane levels of the glucose transporters
Glutl, Glut3 and Glut5 (Supplemental Fig. S2). Accordingly, GM+LA-M¢ and HCI-M¢
released only small amounts of lactate (Fig. 5b). Following the exposure of cells to LA,
extracellular lactate concentrations reflected the balance between LA absorption and
production, and a trend towards lactate consumption was observed on day 3 in GM+LA-Me

(Fig. 5b).

A low extracellular pH (pHe) has been shown to lead to acidification of the cytosolic
compartment of tumor cells®*%®, thereby inhibiting glycolysis®®*!. Indeed, changes in
intracellular pH (pHi) affect intracellular gradients of protons and membrane symporters and
may modify the activities of many enzymes***3, We therefore evaluated the impact of
extracellular acidosis on the pHi of monocytes (Fig. 5e). The pHi of monocytes exposed to a
pHe of 7.4 remained stable over time, but the exposure of monocytes to a pHe of 6.5 led to a
sharp drop in pHi, followed by a return to normal values on day 1 (Fig. 5¢). Thus, under lactic
acidosis conditions, monocytes/macrophages display a strong but transient decrease in pHi®.

Finally, a strong early decrease in the uptake of amino-acids and glutamine was also observed
in GM+LA-Me (Fig. 5¢c&d). In conclusion, these observations indicate that, in an acidic
environment, monocytes/macrophages reduce their nutrient consumption, entering a state of

pseudostarvation in which they rely on self-catabolism to survive.
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Figure 5. Acetoacetate prevents acidosis-induced pseudostarvation. a,b,d,e. Glucose (a),
lactate (b), glutamine (c), and amino acids (d) were quantified on days 3, 5 and 7 in cell culture
supernatants of GM-My, GM+LA-M¢p, GM+LA-M¢ + AcAc and HCI-Me. Results are
expressed as consumption or production, in mmol/L/24 h, with positive values for
consumption and negative values for production (n=5). c. Intracellular pH was measured by
flow cytometry with the SNARF probe. GM-Me were loaded with the SNARF probe and
analyzed for 30 seconds before the addition (arrow) of 10 mM lactic acid (GM+LA-Me) with
or without 5 mM acetoacetate (GM+LA-Me + AcAc). Acquisition was then prolonged for an
additional 30 minutes. Probe loading and acquisition were repeated at 24 h. Representative
results from one of three independent experiments are shown. f. Acetoacetate (ACAc) was
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quantified on days 1 and 3 in GM+LA-Me + AcAc culture supernatants (n=5). a-f. Mean +
SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (Student’s t-test).

AcAc prevents acidosis-induced pseudostarvation and mitophagy

The ketone bodies acetoacetate (AcAc) and B-hydroxybutyrate (B-OHB) are vital alternative
metabolic fuel sources for cells during nutrient starvation. In fasting periods, in which
carbohydrate availability decrease and fatty-acid availability increase, ketone bodies are
synthesized de novo within liver mitochondria, via fatty acid B-oxidation*. They are then
catabolized in extrahepatic mitochondria, and converted into AcCoA through reactions that do
not require ATP*. We investigated the possible use of ketone bodies by cells, as an alternative

fuel to bypass acidosis-induced pseudostarvation.

Monocytes were differentiated into macrophages under lactic acidosis conditions, in the
presence or absence of AcAc (GM+LA-Me + AcAc). Despite the presence of LA, the mtDNA
content of GM+LA-Me + AcAc did not decrease during the differentiation process as
observed in the presence of LA alone. Instead, it even increased slightly by day 2 (Fig. 1d),
and this increase was accompanied by an early upregulation of the expression of genes
involved in mitochondrial biogenesis relative to GM+LA-Meo (Fig. 2a). In parallel, GM+LA-
Mo + AcAc displayed no mitochondrial depolarization (Fig. 2b). Instead, AcAc appeared to
protect the mitochondrial network architecture, as shown by the similarity in morphological
descriptors and mean mitochondrial size (Fig. 2c-d) between these cells and GM-Me. In
addition, autophagy, as assessed by TEM (Fig. 3a&b) or molecularly (Fig. 3d, lower panel),

was not upregulated in day 3 GM+LA-Me + AcAc relative to GM-Mg. GM+LA-M@ may no
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longer need to use autophagy in the presence of AcAc, because myeloid cells in an acidic
medium not only consume AcAc (Fig. 5f), but also retain a partial capacity to take up glucose
and amino acids and to produce lactate (Fig. 5a-d). Accordingly, in the presence of LA and
AcAc, no effect was observed on the various mitochondrial parameters, intracellular AcCoA
levels (Fig. 4b), or cell size (Fig. 4c-e). However, AcAc did not prevent the decrease in pHi
induced by extracellular acidosis (Fig. 5e). Finally, we observed that 3-OHB did not protect
macrophages from acidosis-induced mitochondrial depolarization (data not presented).
Consistently, and as reported for murine macrophages*, human macrophages did not produce
the mMRNA encoding BDHL1, the enzyme responsible for oxidizing B-OHB to AcAc (data not

presented).

Thus, by maintaining mitochondrial integrity and cellular metabolism during acidosis, ACAc
appears to act as an alternative fuel, thereby preventing cellular dysfunction due to acidic stress

and increasing tissue resistance to acidosis.

Acetoacetate does not affect the phenotype of macrophages generated under lactic
acidosis conditions

We recently showed that GM+LA-Me have an atypical inflammatory (TNFa"9" [L-1pM9" |-
69" |L-12"9) and trophic (OSMMS" VVEGF"9") phenotype (Fig. 6). Consistent with the
conservation of cytokine production by these cells, no endoplasmic reticulum stress was
detected in GM+LA-M¢ by TEM (data not shown). Metabolic changes can influence the
phenotype of immune cells*. We therefore analyzed the impact of AcAc on the phenotype of
GM+LA-Me further. Human macrophages require stimulation to reveal their phenotype. We
thus compared the cytokine profiles of LPS-stimulated cells. With the exception of IL-12p70
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that remained undetectable, GM+LA-M + AcAc produced higher amounts of cytokines (IL-

1B, TNFo, IL-6, OSM and VEGF-A) than GM+LA-Me (Fig. 6).

N

*%

OSM (ng/mL)

IL-1p (ng/mL)
i
IL-12p70 (pg/ml)

nd nd
N S

3 GM-Mg
* ek mm GM+LA-Mg
400+ . * mm GM+LA-Mg +AcAc

150+

-
(=4
(=}
[
1

300+

= o
o o
3N
Y

200+

*
IL-6 (ng/ml)

T
VEGF-A (ng/ml)
N

TNFa (ng/ml)

-
1

100+

Figure 6. Impact of AcAc on the phenotype of GM+LA-Me. Day 5 GM-M¢p, GM+LA-
My and GM+LA-M¢ + AcAc were stimulated for 16 h with LPS. Cytokines were quantified
by ELISA in the supernatants. Results are expressed as means + SEM, n=5. nd, not detectable,
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (Student’s t-test).
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Discussion

Lactic acidosis is a characteristic of injured tissues, such as areas of wound repair and solid
tumor microenvironments®?. The metabolic strategies enabling tumor cells to survive in acidic
environments have been widely studied*’, but little is known about the ability of human
monocytes/macrophages to cope with these hostile conditions. We show here that the
prolonged exposure of macrophages to lactic acidosis leads to mitochondrial depolarization
and a large decrease in nutrient consumption, highlighting the essential role of autophagy in
cell survival (Fig. 7). We also report that the ketone body acetoacetate can fuel myeloid cells
during acidosis, maintaining cellular energy metabolism and mitochondrial integrity and
function (Fig. 7). Our results demonstrate that (i) prolonged acidosis alters macrophage
mitochondria and metabolism and (ii) acetoacetate, by providing the cell with an alternative
source of fuel and maintaining mitochondrial integrity, improves cell and tissue tolerance to

acidic stress.
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Figure 7. Schematic representation of the protective effects of ACAc on macrophages
under lactic acidosis conditions. High levels of cell proliferation and/or tissue hypoxia lead
to the extracellular accumulation of LA and acidification. Macrophages are then subjected to
metabolic stress (they stop consuming nutrients, their cell size/diameter, and intracellular
levels of AcCoA decreases) and display mitochondrial dysfunction (mitochondrial membrane
depolarization, decrease in mitochondrial mass), but they survive through autophagy. AcAc
acts as an alternative fuel and protects the mitochondria of myeloid cells exposed to acidosis,
thereby preventing pseudostarvation and the need for autophagy to survive.

In conditions of extracellular acidosis, monocytes/macrophages enter a pseudostarvation state,
despite the presence of nutrients and oxygen. Tumor cells have also been shown to respond to

acidic microenvironments by entering a pseudostarvation phase®? associated with a large
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decrease in glucose uptake, glycolysis and amino-acid consumption®!. As in myeloid cells,
extracellular acidification also resulted in a steep drop in pHi in tumor cells®#¢-°0, It has been
suggested that this decrease in pHi inhibits the activity of enzymes involved in glycolysis*

and acidosis-sensitive glutamine pumps®!°2,

Sustained autophagy has been reported to be essential for tumor cell survival in acidic
microenvironments?’. This has led to the suggestion that drugs that inhibit autophagy could
be used to treat cancers. In particular, when subjected to acidic stress, melanoma cells display
a pseudostarvation response and rely on autophagy to survive?’. We show here that non-
proliferating human myeloid cells also rely on autophagy to survive in an acidic environment.
This autophagic phase was transient and the macrophages gradually recovered at least part of
their capacity to take up amino acids. Glutamine and leucine inhibit autophagy®*->°, potentially
explaining why extracellular acidosis-induced autophagy is transient and does not cause a

metabolic crisis or cell death.

AcAc and B-OHB are the main ketone bodies present in the body. They serve as alternative
fuels for the mitochondria of extrahepatic cells in cases of starvation or carbohydrate
restriction**. The oxidation of AcAc into AcCoA is mediated by a CoA transferase (SCOT)
that generates AcAc-CoA, followed by thiolases, yielding two molecules of AcCoA, which
enter the TCA cycle (Fig. 8)*. AcAc oxidation does not require ATP. AcAc oxidative flux
occurs due to mass action: an abundant supply of AcAc and the rapid consumption of AcCoA
via citrate synthase in the TCA cycle favor AcAc-CoA formation by OXCT1 (Fig. 8)*. By
contrast, hexokinase and acyl-CoA synthetases require ATP to generate and process AcCoA

from glucose and fatty acids, respectively. This may explain why cells continue to be able to
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consume AcAc during lactic acidosis, whereas they are unable to metabolize glucose and
amino acids. Finally, we observed that B-OHB did not protect macrophages from
pseudostarvation and mitochondrial membrane depolarization during lactic acidosis (data not
presented). One of the reasons for which B-OHB was unable to prevent pseudostarvation in
M exposed to lactic acidosis may be that human and murine monocytes and macrophages do
not express the gene encoding BDH1, the enzyme responsible for converting B-OHB into
AcAc®. Thus, AcAc appears to be a unique substrate able to protect myeloid cells from low

extracellular pH-induced metabolic stress.

AcAc Glycolysis
Glucose Mitophagy
Lactate
production H*
\ H*
Pyruvate Acetyl -CoA
Cytoplasm
Intermembrane N AWm
space

Mitochondrial
matrix
" Acetyl-CoA
>, Citrate
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t ek l —— AcAc
~<——— Glutamine

Succinate  Succinyl-CoA

¢ OXCTIN

AcAc-CoA AcAc

Figure 8. Schematic representation of the impact of AcAc on the macrophage
metabolism during acidosis. Human macrophages subjected to lactic acidosis display a large
decrease in nutrient uptake, low levels of intracellular acetyl-CoA, and a depolarization of
mitochondria, rendering them dependent on autophagy to survive. AcAc (which is assimilated
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into AcAc-CoA via OXCT1 and acetyl-CoA via ACAT1 and ACAT2) can serve as an
alternative fuel for macrophages subjected to lactic acidosis. ACAc maintains the ability of
these cells to take up glucose and amino acids, and normal levels of acetyl-CoA, thereby
ensuring an adequate supply of substrates, maintaining mitochondrial function and integrity,
and preventing starvation-induced autophagy.

The balance between energy demand and nutrient supply is regulated by mitochondrial
dynamics®®. Nutrient starvation generally leads to an inhibition of mitochondrial fission and
mitochondrial elongation, due to unopposed fusion. This elongation prevents the removal of
mitochondria by mitophagy and increases the capacity for ATP synthesis, thereby satisfying
the demand for ATP during periods of limited nutrient availability®®. By contrast, despite
displaying the biochemical and morphological characteristics of starving cells, macrophages
subjected to acidosis have depolarized mitochondria, with higher rates of fission events (as
shown by the decrease in mitochondrial size and the presence of a fragmented mitochondrial
network). It is tempting to speculate that, under acidosis conditions, the increase in cytosolic
proton concentration leading to the decrease in pHi also affects mitochondrial membrane
potential. Similarly, a decrease in pHi has been reported to trigger autophagy and
mitophagy>**8°, This decrease is transient, with pHi returning to values similar to those in
cells maintained in a standard medium after 24 hours, suggesting that the pumps and proteins
controlling pHi® are very effective in human myeloid cells. In addition to having a direct effect
on mitochondrial membrane potential, this decrease in pHi also inhibits glycolysis and amino-
acid use. This inhibition of the catabolic pathways responsible for supplying the TCA cycle
and then the mitochondrial complexes with reducing equivalents (NADH, H*, FADH2) may

decrease the ability of the respiratory chain to maintain mitochondrial membrane potential.
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Importantly, even though AcAc prevents acidosis-induced pseudostarvation, mitochondrial
depolarization and autophagy, it does not prevent the drop in pHi induced by acidosis. We
therefore suggest that AcAc, by feeding the TCA cycle and boosting mitochondrial respiration
and biogenesis, prevents the depolarization of the mitochondrial membrane induced by the fall
in pHi. In conclusion, AcAc protects cells from the metabolic stress induced by acidosis (a)
by providing them with fuel for the maintenance of their energy metabolism and (b) by

ensuring mitochondrial integrity and function.

Many clinical situations in medicine are associated with tissue acidosis (areas of wound repair,
solid tumor microenvironments) or systemic acidosis (septic shock). Mitochondrial
dysfunction (mitochondrial depolarization, decreases in mitochondrial respiration and ATP
production) occurs early in sepsis, and its persistence contributes to organ failure and a poor
clinical prognosis®~°. The cause of the mitochondrial dysfunction in sepsis remains
undetermined, but a role for inflammatory mediators has been suggested®®. Sepsis is also
associated with an increase in lactate production (with low levels of clearance by
gluconeogenesis), which can lead to systemic acidosis (pH < 7.38) and is correlated with
disease severity, morbidity and mortality. Our findings for human myeloid cells chronically
exposed to LA strongly suggest that acidosis makes a major contribution to the mitochondrial

dysfunctions observed in situations in which extracellular acidosis occurs, such as sepsis.

Signs of cell starvation are observed during sepsis, together with a decrease in the catabolism
of glucose, fatty acids and amino acids, and hyperglycemia®®. The observation that myeloid

cells in fail to take up nutrients during acidosis may, therefore, help to explain some of the
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metabolic changes associated with sepsis. Indeed, supplementation with glucose or nutrients
has recently been shown to be harmful in mouse models of bacterial sepsis, as such

supplementation decreases host tolerance and increases host mortality®?.

Various treatments for protecting mitochondria during sepsis have been proposed, none of
which are really efficient®?. However, fasting and ketogenesis appear to be essential to animal
survival and increase the ability of tissues to tolerate damage due to inflammation®’. We also
show, in our in vitro study, that AcAc protects mitochondria by enabling them to remain
metabolically active in an acidic environment. Finally, as sepsis patients display only low
levels of ketogenesis®, AcAc is potentially a candidate metabolite of choice for increasing

cell tolerance to acidic stress, thereby preventing organ dysfunction and failure.

In conclusion, we report that non-proliferating human monocytes/macrophages cope with an
acidic microenvironment through a transient phase of autophagy and mitophagy, explaining
their survival and ability to perform their functions in injured tissues and tumor lesions. We
identify AcAc as a unique molecule that supports cellular metabolism during extracellular
acidosis, thereby maintaining mitochondrial integrity and preventing the need for a transient,
but deleterious autophagic process. These results highlight the potential role of AcAc as a
natural metabolite capable of protecting cells and enhancing host tolerance in pathological

situations associated with acute or chronic acidosis.
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Supplemental figure S1. Macrophage viability in the presence of lactic acid. Human monocytes
were cultured with GM-CSF and the indicated concentrations of lactic acid and cell viability was
determined by flow cytometry at day 5. Results are expressed as a percentage of viable cells (n=5,

mean £ SEM); shaded area, range of lactic acid concentrations in solid tumors (Vander Heiden MG
et al. Science 2009;324:1029-33).
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Supplemental figure S2. Lactic acid does not modulate the expression of GLUT by
macrophages. Human monocytes were cultured with GM-CSF in the absence (GM-Mg) or presence
(GM+LA-Me) of 10 mM lactic acid. The expression of GLUT1, GLUT3 and GLUT5 was assessed
by flow cytometry at day 1 and day 4. Results are expressed as RFI values (n=5, mean £ SEM).
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Methods

Monocyte isolation and macrophage generation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from healthy human volunteers
(Blood collection center, Angers, France; agreement ANG-2017-01) by standard density-
gradient centrifugation on lymphocyte separation medium (Eurobio, Courtaboeuf, France).
CD14" monocytes were then isolated by positive magnetic cell-sorting (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Monocytes (1x10° cells/mL) were cultured in complete
medium (CM) consisting of RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10%
FCS (Eurobio), 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino
acids, 10 mM HEPES, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (all from Lonza) in
the presence of 50 ng/mL GM-CSF (R&D Systems, Minneapolis, MN) to generate GM-Me,
or 50 ng/mL GM-CSF plus 10 mM lactic acid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) resulting in a
pH of 6.5 to generate GM+LA-Meo (lactic acidosis conditioning), or 50 ng/mL GM-CSF plus
12.35 mM HCI to reach a final pH of 6.5 to generate HCI-Mg (acidosis conditioning), or 50
ng/mL GM-CSF plus 10 mM sodium lactate (Sigma-Aldrich) to generate lactate-Me (lactosis
conditioning, pH 7.3). In some experiments, 5 mM acetoacetate (AcAc) (Sigma-Aldrich) was

added to the differentiation medium.

Measurement of mitochondrial membrane potential
Mitochondrial membrane potential was assessed by incubating with 10 nM MitoTracker
Green and 5 nM MitoTracker DeepRed (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) in 1% BSA

in PBS at 37°C for 15 min. Cells were washed and incubated with 0.5 pg/mL DAPI to exclude
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dead cells. Flow cytometry data were acquired with a FACSCanto Il flow cytometer (BD

Biosciences, San Jose, CA) and analyzed with FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR).

Assessment of cell viability

The polarization of GM-M¢e and GM+LA-Mo was initiated by adding bafilomycin or
salinomycin (both from Sigma-Aldrich) to the culture medium at a concentration of 20 nM or
100 nM on day 2 and incubating for 24 h. Cell viability was then assessed by staining with 7-
aminoactinomycin D (7-AAD) (Biolegend, San Diego, CA) before flow cytometry analysis.

Cultures without bafilomycin or salinomycin were considered to be 100% viable.

Measurement of intracellular pH

Intracellular pH (pHi) was measured by incubating 3x10°> M with 500 nM pH-sensitive dye
carboxy-SNARF-AM pH-sensitive dye (Life Technologies, Carlsbad, CA) in 1% BSA in PBS
at 37°C for 20 min and then performing flow cytometry analysis. We determined pHi as the
ratio of fluorescence intensities at two emission wavelengths (585/42 nm and 700/60 nm
PMTSs). SNARF fluorescence in macrophages was calibrated with a high-potassium buffer
(39.6 mM NaCl, 120 mM KCI, 2.3 mM CaCl;, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM glucose)
at pH values of 6.5 to 8, in the presence of 10 uM nigericin (Sigma-Aldrich); nigericin
exchanges external potassium with internal protons to equilibrate extracellular and

intracellular pH.

Analysis of mMRNA levels
Cells were lysed in Trizol reagent (Life Technologies), and total RNA was extracted with the

RNeasy Micro kit (Qiagen, Hilden, Germany) and reverse-transcribed with the Superscript 11

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique 898 || 113



reverse transcriptase (Life Technologies). Levels of mMRNA encoding the indicated proteins
were then analyzed by subjecting the cDNA obtained by reverse transcription to gPCR.
Relative quantification was performed by the 22T method, with RPS18, EF1A, TBP,
RPL13A and PPIA as references. Results are expressed as relative mRNA levels; primer

sequences are available upon request.

Oxygen consumption rate (OCR)

We used an XF96 extracellular flux analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) to
determine the bioenergetic profile of intact cells. Day-4 cells were used to seed XF96 plates
(50x102 cells cells/well) and were allowed to recover for 24 h. Cells were then incubated in
bicarbonate-free DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented with 11 mM glucose, 2 mM L-
glutamine and 1 mM sodium pyruvate, in a CO.-free incubator for 1 h. Oxygen consumption
rate (OCR) was recorded, to assess mitochondrial respiratory activity and glycolytic activity.
OCR was recorded in basal conditions, and the cells were then treated sequentially with 2
pg/mL oligomycin, and 3 uM carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone
(FCCP) (both from Sigma-Aldrich). Non-mitochondrial respiration (OCR after treatment with
1 pg/mL antimycin A (Sigma-Aldrich)) was subtracted from all OCR measurements. ATP-
linked respiration was estimated from the difference between the basal and oligomycin-
inhibited respiration rates, and proton-leak respiration was obtained by subtracting non-
mitochondrial respiration from the OCR measured after oligomycin treatment. Maximal
respiratory capacity was determined as the rate of respiration in the presence of the uncoupler
FCCP. Three independent replicates of each measurement were generated, and results were

normalized by cell concentration.
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Western blot analysis

Levels of LC3-I, LC3-II, p62, B-actin, AMPKa and pAMPKa were evaluated by western
blotting. Cells were lysed in RIPA buffer containing protease inhibitors (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany). When indicated, cells were treated with 10 mM BafAl, 6 h
before lysis. Lysates were centrifuged at 12 000 x g for 10 min at 4°C to remove cell debris.
Proteins (10 ug/lane) were separated by electrophoresis in a 4-20% polyacrylamide gel (Bio-
Rad, Hercules, CA) in reducing conditions, and the resulting bands were transferred to a
nitrocellulose membrane (Bio-Rad). Membranes were saturated in TBS/5% BSA/0.1% Tween
20, and then incubated for 16 h at 4°C with polyclonal rabbit anti-LC3 or an anti-phospho-
AMPKa (Thr172) antibodies (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) or with a mouse anti-
p62 Ick ligand antibody (BD Biosciences, San Jose, CA). Protein loading was assessed by
probing the membrane with a rabbit anti-p-actin antibody (Abcam). Bound antibodies were
detected by incubation with 1 pug/mL peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse 1gG
antibody (Life Technologies), with the SuperSignal West Femto system (Thermo Fisher
Scientific). Genetools software (version 4.01) from Syngene was used to quantify band

intensity.

Mitochondrial enzyme activities

The activities of complex IV of the respiratory chain and of citrate synthase were measured as
described elsewhereb. Briefly, cell pellets (3x10° cells) were resuspended in cell buffer (250
mM sucrose, 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mg/mL BSA, pH 7.4). They were subjected to a
freeze-thaw cycle, and then centrifuged (15000 x g, 1 min). The pellet was resuspended in the
same volume of cell buffer. For complex IV activity (cytochrome ¢ oxidase), GM-M¢ and
GM+LA-M¢ were resuspended in cell buffer at densities of 1x10° cells/mL and 2x10°
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cells/mL, respectively, and 0.05 mM reduced cytochrome C, 1 mg/mL BSA and 0.25 mM
laurylmaltoside were added to the reaction mixture. The rate of reduced cytochrome c
oxidation was monitored at A=550 nm. Citrate synthase activity was measured as follows: the
prewarmed reaction mixture (0.15 mM DTNB, 0.5 mM oxaloacetic acid, 0.3 mM acetyl coA,
0.1% (v:v) Triton X100) was added to 2x10° M and the rate of appearance of CoA-SH was

measured at A=412 nm.

Metabolite quantification

The levels of glucose, glutamine, amino acids and lactate in cell culture supernatants, and of
acetyl-CoA in whole-cell lysates were determined, together with the intracellular ADP/ATP
ratio, with enzymatic assays (Abcam, Cambridge, UK), according to the manufacturer’s
instructions. Results are expressed in mmol/L/24 h, with positive values indicating
consumption and negative values indicating production. Acetoacetate concentrations were
quantified with B-hydroxybutyrate dehydrogenase (3-HBDH) (Roche Applied Science), an
enzyme that catalyzes the reversible reduction of acetoacetate to -hydroxybutyrate in the
presence of excess NADH, with the concomitant oxidation of NADH. The progress of the
reaction was monitored by measuring the decrease in Assonm due to the conversion of NADH
into NAD. AcAc consumption was determined by subtracting the concentration of AcAc in

cell culture supernatants from that in cell-free culture supernatants.

Quantification of mtDNA copy number

Mitochondrial DNA (mtDNA) content was determined by gPCR with primers specific for the
ND4 and COX1 genes, and was weighted according to nuclear DNA levels, which were
quantified by analyzing B2-microglobulin, as previously described [65].
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Macrophage stimulation and cytokine quantification
Day 5 GM-M¢p, GM+LA-My and GM+LA-M¢ + AcAc were stimulated with 200 ng/mL
LPS (Sigma). Cytokines were quantified by ELISA (R&D Systems) in the supernatants after

16 h.

Determination of relative cell size

Cell diameter was determined with the cell size analysis function of the Cellometer Auto T4
cell counter (Nexcelom Biosciences, Lawrence, MA); for each sample (n=3), 150 individual
cells were measured. Relative cell size was determined by flow cytometry with the FSC-A
parameter and the exclusion of non-viable cells by 7-AAD staining. About 5000 individual

cells were measured (n=7).

Confocal microscopy and image analysis

Cells were first incubated with 150 nM MitoTracker Green (Thermo Fisher Scientific) in CM
medium at 37°C for 10 min. The organization of the mitochondrial network was characterized
as described by lannetti et al®®. Briefly, images were acquired on a Leica SP8 confocal
microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France) and submitted to a routine script in
Matlab R2014a (The Mathworks, Natick, CA) for top-hat filtering (7x7 kernel), followed by
median filtering (3x3 kernel) and binarization with the Otsu algorithm. Image blobs were then

analyzed with the regionprops function of Matlab.

Electron microscopy
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We fixed 5x10° macrophages by incubation for 16 h at 4°C with 2.5% electron-grade
glutaraldehyde (LFD Distribution, Sainte Consorce, France) in 0.1 M phosphate buffer pH
7.4. Samples were then rinsed with 0.1 M phosphate buffer and post-fixed by incubation with
1% osmium tetroxide for 45 min at room temperature. Samples were then dehydrated in graded
series of ethanol solutions and finally embedded in Epon at 60°C for 48 h. Embedded samples
were cut into 60 nm-thick sections, which were contrast-stained with 3% uranyl acetate in
water for 10 min and then observed under a Jeol JEM 1400 transmission electron microscope
operating at 120 keV and equipped with a Gatan Orius digital camera. We obtained full cross-
sections of macrophages at high resolution by acquiring multiple fields at a magnification of
20,000x and stitching them together in Adobe Photoshop with the Photomerge routine.
Stitched images were reviewed and scored by a trained electron microscopist for the presence
of autophagy vacuoles. Mitochondrial size was determined by measuring the maximum Feret

diameter on TEM images.

Statistics
The results are presented as the mean + SEM (standard error of the mean). Statistical analyses
were performed with Graphpad PRISM version 7.02 (www.graphpad.com), as described in

the figure legends. We used t-tests to compare two samples/conditions.

ADAM Clément | Impact de I'acétoacétate sur la biologie des macrophages humains :
Analyse phénotypique et métabolique 898 | 118



Data availability

The authors declare that all data supporting the findings of this study are available within the
paper and its supplementary information files and that all data are available from the

corresponding author upon reasonable request.
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6. Discussion et perspectives

Dans cette étude, nous avons mis en évidence de nouvelles propriétés de |'acétoacétate sur les
macrophages humains d’un point de vue phénotypique et métabolique. Nous montrons que la
différenciation des macrophages humains en présence d’acétoacétate conduit a I'acquisition de
marqgueurs associés aux processus de réparation et de cicatrisation. De plus, dans un contexte
d’acidose lactique, rencontrée dans des zones de réparation tissulaire ou d’inflammation chronique,
|'acétoacétate protege les macrophages humains des dysfonctions mitochondriales et d’un état de

pseudo-privation nutritionnelle.

a. Role de l'acétoacétate sur les fonctions effectrices des macrophages, impact
du régime cétogene sur la cicatrisation

Nous avons observé que I'exposition de monocytes humains a une concentration d’acétoacétate
équivalente au taux des corps cétoniques circulants retrouvés sous régime cétogéne, modifiait le
profil des macrophages apres différenciation. Plus précisément les macrophages présentent en
présence d’acétoacétate un profil réparateur et cicatrisant. De plus, un régime cétogene ou la simple
application d’acétoacétate apportent un bénéfice sur la réparation tissulaire et la cicatrisation. Ces
données identifient les corps cétoniques, et plus particulierement I'acétoacétate, comme des

médiateurs impliqués localement dans la réparation tissulaire et la cicatrisation.

i. L'acétoacétate modifie le phénotype immunitaire des macrophages

La différenciation des monocytes en macrophages est principalement conditionnée par les
signaux immunologiques recus localement, et en particulier les facteurs impliqués dans leur survie
(M-CSF et GM-CSF), qui orientent les macrophages vers un profil inflammatoire ou
immunorégulateur/réparateur. Cependant, il est dorénavant connu que de nombreux types de
sighaux peuvent participer également a ce processus de différenciation, et donc d’affiner le profil des
macrophages. La diversité des signaux potentiels (nature, concentration/amplitude) conduit a une
multitude de profils de macrophages différents. L’acétoacétate est libéré dans la circulation générale
par le foie et est capté par les tissus extra-hépatiques comme substrat énergétique. Les corps
cétoniques possedent également des propriétés de signalisation, en particulier le -hydroxybutyrate,

deuxieme corps cétonique produit avec I'acétoacétate.

Nous avons observé que les macrophages générés en présence d’acétoacétate expriment fortement
des médiateurs impliqués dans la réparation tissulaire et la cicatrisation. Ce processus peut étre

schématiquement décomposé en 4 étapes successives et interconnectées: I’hémostase,
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I'inflammation, la prolifération des kératinocytes et le remodelage tissulaire (Ding and Tredget, 2015).
L'expression de différents marqueurs intervenant dans chacune des étapes est potentialisée apres
différenciation en présence d’acétoacétate : I’'hémostase (F3, PLAUT, CXCL1 et PLAT), I'inflammation
(IL-1 B, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10a, CCL2, CCL3L1/L3 et CCL20), |a prolifération (HB-EGF, OSM, TNC, IL-36y,
CXCL2, CXCL5, CXCR4, CCL18 et CCL22) et le remodelage tissulaire (VEGF-A, G-CSF, ANGPT4, MMP1,
MMP7 et MMP9). Ainsi, par son impact sur les macrophages, I'acétoacétate pourrait contribuer a la

réparation et la cicatrisation.

i. Le profil phénotypique induit par I'acétoacétate est différent de celui des
macrophages réparateurs prototypes.

Parmi la multitude des signaux impliqués dans la polarisation des macrophages, I'lL-4 a été
décrite comme un médiateur permettant la génération de macrophages réparateurs (Mosser and
Edwards, 2008). Nos données montrent que le profil des macrophages générés en présence
d’acétoacétate est différent de celui des macrophages réparateurs prototypes (générés en présence
d’IL-4). En effet, en présence d’acétoacétate, les macrophages n’expriment pas les marqueurs induits
par I'lL-4, que ce soit les marqueurs membranaires comme dectin-1 ou CD206 mais également les
transcrits TGM2 et KIAA1671. Pour autant, les macrophages générés en présence d’IL-4 sécrétent des
molécules impliquées dans la réparation, tels que G-CSF, VEGF-A et OSM. Néanmoins, les taux
sécrétés sont nettement inférieurs aux macrophages générés en présence d’acétoacétate. De plus,
les macrophages générés en présence d’IL-4 ne sécrétent pas tous les facteurs impliqués dans la
cicatrisation. A titre d’exemple, HB-EGF qui est crucial dans la réparation tissulaire (Shirakata et al.,
2005), est indétectable dans les IL-4-M@. L'ensemble de ces données corrobore le fait que
I'implication de I'lL-4 dans le processus de réparation reste controversée. En effet, des souris
n’exprimant pas I'lL-4 présentent un processus de cicatrisation normal (Gundra et al., 2014) et des
données mettent en évidence une répression génique des marqueurs de cicatrisation, tels que le
transcrit de la fibronectine par les kératinocytes en présence d’IL-4 (Serezani et al., 2017). |l apparait
donc que I'acquisition d’un profil réparateur par les macrophages ne soit pas, uniquement, restreinte

a la présence d’IL-4 et que d’autres signaux peuvent induire cette signature.

iii. Effet universel de I'acétoacétate sur les macrophages

Dans notre étude, les premieres observations de I'effet de I'acétoacétate sur les macrophages
humains ont été faites en présence de M-CSF, facteur de différenciation d’expression ubiquitaire et
constitutive, indispensable au maintien de I'homéostasie des macrophages dans les tissus (Jeannin et

al., 2018). Or, le M-CSF est connu comme induisant la différenciation des monocytes en macrophages
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de type M2 (immunorégulateurs et réparateurs), notamment dans un contexte de tumorigénese
(Duluc et al., 2007; Lucas et al., 2010). Nous rapportons ici que la capacité de I'acétoacétate a
favoriser I'acquisition d’un profil réparateur n’est pas limitée aux macrophages générés en présence
de M-CSF. En effet, des macrophages humains de type M1 (générés en présence de GM-CSF ou de
GM-CSF et d’'IFN-y) ou les macrophages réparateurs prototypes exposés a I'acétoacétate, présentent
une sécrétion augmentée des marqueurs de la cicatrisation, tels que G-CSF, OSM et HB-EGF. L’effet
de 'acétoacétate sur les macrophages est également observé sur des macrophages d’origine murine,
faisant de I'acétoacétate une molécule « universelle » favorisant I’émergence de macrophages aux

propriétés réparatrices.

Le bénéfice d’un régime cétogene est évalué dans de nombreuses pathologies, notamment dans le
cancer, du fait que les cellules cancéreuses agressives sont caractérisées par un métabolisme altéré
du glucose. Ainsi, le régime cétogéne se positionne comme une stratégie pour limiter la prolifération
tumorale. Des études rapportent des résultats prometteurs, notamment dans le glioblastome (Weber
et al., 2018). Les cellules immunitaires, et en particulier les macrophages qui représentent l'infiltrat
immunitaire majoritaire dans les tumeurs solides, ont un role majeur dans la tumorigénese,
notamment par leur profil réparateur associé a la synthése de facteurs de croissance (EGF, HB-EGF)
(Mantovani et al.,, 2017). Nous rapportons que ces macrophages, présents localement dans le
microenvironnement tumoral, réagissent également a la présence d’acétoacétate et expriment une
méme signature (potentialisation de |’expression des marqueurs de cicatrisation). Cette étude n’est
pas en contradiction avec l'utilisation d’'un régime cétogéne en cas de cancer mais souligne

I'importance d’évaluer les conséquences de ce régime sur le stroma tumoral.

iv. Effets de l'acétoacétate sur la respiration oxydative cellulaire

Il a été décrit que les macrophages M2 ont un métabolisme majoritairement oxydatif (Pearce
and Pearce, 2013). De plus, les macrophages générés en présence d’'lIL-4 présentent une
augmentation de la respiration oxydative (Diskin and Palsson-McDermott, 2018). Nous rapportons
gue l'acétoacétate augmente également la respiration cellulaire des macrophages humains, avec une
augmentation des taux d’oxygéne consommés a |'état basal et dédiés a la synthése d’ATP,
démontrant que les macrophages réparateurs (générés en présence d’IL-4 ou en présence
d’acétoacétate) ont recours a la respiration oxydative. L'inhibition de la chaine respiratoire dans des
macrophages générés en présence d’IL-4 modifie leur phénotype, avec une diminution de
I’expression des genes codant pour des marqueurs M2, tels que Argl et Mrcl et du marqueur de

surface CD206 (Koo and Garg, 2019). Il est important de noter que nos expériences mettent
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uniquement en évidence I'effet de I'acétoacétate sur la respiration oxydative des macrophages

humains mais ne permettent pas de relier le métabolisme au phénotype observé.

v. L'effet de I'acétoacétate n’est pas mimé par le B-hydroxybutyrate

L'acétoacétate, qui est consommé par les macrophages, peut étre catabolisé par les
mitochondries en acétyl-CoA, disponible pour le cycle de Krebs pour une oxydation terminale
(Puchalska and Crawford, 2017). Pour cela, les cellules utilisent la voie de la cétolyse via les enzymes
BDH1, SCOT et thiolases codées, respectivement, par les génes BDH1, OXCT1 et ACAT1/ACAT2. Nos
résultats montrent que les macrophages expriment ces enzymes de la cétolyse. De plus, nous avons
observé que les taux d’acétyl-CoA intracellulaire sont réduits en présence d’acétoacétate ; ce résultat
peut étre interprété comme la conséquence de son utilisation, notamment par le cycle de Krebs.
Néanmoins, nos données montrent que I'expression de I’'enzyme BDH1, responsable de I'oxydation
du B-hydroxybutyrate en acétoacétate avant son oxydation en acétoacétyl-CoA par SCOT, est tres
faible. Ces résultats sont corrélés au fait que nous n’avons pas observé d’acquisition des marqueurs
de la cicatrisation, tels que G-CSF et VEGF-A par les macrophages générés en présence de [-
hydroxybutyrate. Ces données, qui suggerent que les macrophages humains ne peuvent oxyder le B-
hydroxybutyrate, sont confortées par une étude récente qui a montré que les macrophages murins

n’expriment pas I'enzyme BDH1 (Puchalska et al., 2019).

vi. Impact du régime cétogene et de I'acétoacétate sur la cicatrisation

Les macrophages ont un réle crucial dans la réparation tissulaire et la cicatrisation (Minutti
et al., 2017). Il a été montré, dans des modéles murins, que les macrophages sont impliqués dans
toutes les phases de la cicatrisation et que leur déplétion induit des défaillances dans la réparation
tissulaire et la cicatrisation (Lucas et al., 2010). Au vu des effets de |'acétoacétate sur le phénotype
des macrophages humains et murins générés in vitro, nous avons évalué la pertinence in vivo de ces
observations dans un modéle murin de cicatrisation d’une plaie cutanée. Les résultats obtenus ont
permis de montrer, par deux approches différentes, que les corps cétoniques accélerent la vitesse de
cicatrisation d’une plaie. La premiére approche a été de placer I'animal sous un régime cétogene
avant de réaliser la blessure. Ce protocole avait comme objectif de conditionner I'animal en
augmentant les taux circulants des corps cétoniques. Les résultats ont montré qu’un animal sous
régime cétogene présente une vitesse de cicatrisation plus rapide qu’un animal sous régime
classique. La deuxieme approche a été d’analyser plus spécifiquement I'impact de I'acétoacétate sur

le processus de cicatrisation sur des animaux recevant une nourriture classique (sans
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conditionnement). Apres avoir créé une plaie cutanée, un groupe de souris a recu une application
quotidienne d’acétoacétate et un deuxiéme groupe a recu une application de PBS. Les résultats
montrent une vitesse plus rapide de cicatrisation aprés application d’acétoacétate. Néanmoins, ces
deux expériences ne permettent pas de préciser si le bénéfice apporté par le régime cétogéne ou
|'acétoacétate est lié a une reprogrammation phénotypique des macrophages présents dans le tissus
|ésé/réparé. Elles permettent uniguement de mettre en évidence le bénéfice du régime cétogene et
plus particulierement de I'acétoacétate sur la vitesse de cicatrisation. De fagon intéressante, une
these publiée en 2016 (Kesl et al., 2016) a également rapporté que les corps cétoniques favorisent la
réparation dans un modéle murin de réparation tissulaire/cicatrisation de plaies ischémiques. Dans
cette thése, il est montré que I'apport de B-hydroxybutyrate par voie orale, augmente la vitesse de
fermeture de ce type de plaies. Cependant aucune information sur les mécanismes d’action du B-
hydroxybutyrate n’est communiquée (effet direct du B-hydroxybutyrate ou dépendance de son

oxydation en acétoacétate).

vii. Conclusion

En conclusion, cette premiere étude a permis d’identifier I'acétoacétate comme un
médiateur capable d’induire la différenciation des monocytes humains en macrophages ayant un
phénotype réparateur prononcé. Nos données montrent également que I'acétoacétate favorise la
respiration oxydative des macrophages humains, confirmant ainsi les données de la littérature sur le

métabolisme des macrophages réparateurs.

Ces observations soulignent I'intérét thérapeutique d’utiliser le régime cétogene et/ou 'acétoacétate

pour améliorer le processus de réparation/cicatrisation

viii. Perspectives

Plusieurs perspectives sont envisagées dans le cadre de ce projet. A partir des observations
faites sur le phénotype et le métabolisme des macrophages générés en présence d’acétoacétate,
étudier leur interconnexion semble intéressante. Dans un premier temps, nous envisageons
d’exposer les macrophages a un inhibiteur de la chaine respiratoire, tel que I'oligomycine, la roténone
ou l'antimycine A (inhibant, respectivement, I'ATP synthase, le complexe | et le complexe Ill), en
présence d’acétoacétate et d’analyser le métabolisme et le phénotype. Les inhibiteurs seront testés
individuellement selon une approche déja réalisée sur des macrophages M2 murins (Divakaruni et
al., 2018; Van den Bossche et al., 2016). L’analyse du métabolisme se fera par Seahorse® afin de

s’assurer de l'inhibition de la chaine respiratoire dans les macrophages exposés a |'acétoacétate et
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aux inhibiteurs. Le phénotype sera analysé en utilisant le panel de marqueurs utilisé dans I'étude.
Cette approche permettra de déterminer si I'inhibition du métabolisme a des conséquences directes
sur l'acquisition des marqueurs de la cicatrisation induite par |'acétoacétate. Selon les résultats
obtenus, il sera intéressant d’étendre cette expérience sur les macrophages M1 générés en présence
d’acétoacétate pour mettre en évidence un changement métabolique associé a I'acquisition d’un

profil réparateur.

Dans un deuxieme temps, et toujours dans I'objectif de lier métabolisme et phénotype, il sera étudié
I'impact des métabolites (acétyl-CoA et a-cétoglutarate) pour lesquels un réle de signalisation et, plus
particulierement, de modulation épigénétiques, a été décrit. L'acétyl-CoA et I'a-cétoglutarate sont,
respectivement, des donneurs de groupes acétyles et des co-facteurs pour les complexes protéiques
ou les enzymes impliquées dans les modifications épigénétiques, tels que les HAT « histones
acétyltransférase », Tet (enzyme déméthylant 'ADN) ou Jmjd3 (histone déméthylase) (Chisolm and
Weinmann, 2018). Ce mécanisme a déja été décrit comme affectant le processus de différenciation
des cellules immunitaires comme les macrophages, les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T
mémoires (Chisolm and Weinmann, 2018; Liu et al., 2017). Nos données montrent une diminution
des taux intracellulaires d’acétyl-CoA par les macrophages générés en présence d’acétoacétate, qui
peut étre associée a une utilisation par les cellules comme donneur de groupes acétyles pour les HAT.
Il serait donc intéressant d’étudier ce processus dans les macrophages générés en présence
d’acétoacétate en analysant (i) le niveau d’expression des ARNm codant pour les HAT a des temps
précoces et (ii) I'état d’acétylation des histones apres différenciation. Si les résultats sont en faveur
d’une régulation des HAT en présence d’acétoacétate, une exposition des macrophages, en présence
d’acétoacétate, a un inducteur des HDAC devrait créer une compétition avec l'acétoacétate,

modulant donc I'état d’acétylation des histones et, donc, I'expression des marqueurs de cicatrisation.

Le métabolite a-cétoglutarate est un intermédiaire du cycle de Krebs qui peut également étre produit
par la voie de la glutamine. L'a-cétoglutarate est un co-facteur de I'histone déméthylase Jmjd3 et de
I’enzyme déméthylant 'ADN, Tet (Chisolm and Weinmann, 2018). Une étude a démontré que la
génération des macrophages murins en présence d’IL-4 était dépendante de I'axe a-cétoglutarate-
Jmjd3, diminuant les niveaux de méthylation des histones caractérisés comme étant des
modifications épigénétiques répressives (Liu et al., 2017). De la méme maniére que pour I'acétylation
des histones, il serait intéressant d’explorer I'axe a-cétoglutarate-Jmjd3 en analysant I’expression des
génes codant pour les histones démethylases et les enzymes démétylases de I’ADN a des temps

précoces, et d’évaluer en paralléle la méthylation des histones (associée a une répression ou une
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activation de la transcription génique) par Western Blot, et de I’ADN par pyroséquencage. Enfin, si
cet axe est impliqué dans I'acquisition d’un profil réparateur par des macrophages générés en
présence d’acétoacétate, |'a-cétoglutarate devrait mimer le profil réparateur obtenu avec
|'acétoacétate. Le 2-hydroxyglutarate est un métabolite produit a partir de I'a-cétoglutarate sous
I'action des enzymes « lsocitrate Dehydrogenase » IDH1 et IDH2; il représente un inhibiteur
compétitif des dioxygénases Jmjd et TET dépendantes de I'a-cétoglutarate (Ye et al., 2018). Il a été
décrit que le 2-hydroxyglutarate prévenait I'acquisition de fonctions effectrices des lymphocytes T
CD8+ activés et favorisait leur différenciation en cellules mémoires en modulant le niveau de
méthylation des histones (Tyrakis et al., 2016). Exposer les macrophages a I'acétoacétate ou a I'a-
cétoglutarate en présence de 2-hydroxyglutarate et analyser les marqueurs de la réparation
permettrait de préciser si le mécanisme induit par I'acétoacétate est médié par un changement

épigénétique dépendent de I'a-cétoglutarate.

Ces expériences permettront de préciser le lien entre métabolisme et phénotype réparateur des
macrophages générés en présence d’acétoacétate et de dévoiler le mécanisme par lequel ce profil

est obtenu.

Une deuxieme perspective serait d’approfondir les expériences in vivo et plus particulierement
d’analyser la composante macrophagique afin de vérifier si I'impact du régime cétogene sur la
cicatrisation est bien associé a une reprogrammation phénotypique des macrophages. Un
prélevement du tissu cicatriciel au cours de la cicatrisation et une caractérisation phénotypique
permettra de décrire le profil des macrophages présents. Nous analyserons I'expression des
marqueurs de cicatrisation par les macrophages isolés du tissu cicatriciel de souris sous régime
cétogéne ou ayant recu une application topique d’acétoacétate, comparativement aux souris ayant

recu une nourriture conventionnelle ou une application de diluent.

Enfin, sur la base de I’hypothése de I'existence d’une cétogenése extra-hépatique, dans la mesure ou
différents types cellulaires, et en particulier les fibroblastes, expriment I'enzyme HMGCS2 (Martinez-
Outschoorn et al., 2014). HMGCS2 permet de condenser |'acétoacétyl-CoA avec une molécule
d’acétyl-CoA pour former I’hydroxymethylglutaryl (HMG)-CoA, étape importante de cétogenése et
dont I'expression était longtemps restreinte aux hépatocytes (Puchalska and Crawford, 2017). Une
cétogenése locale, lors de la réparation tissulaire et la cicatrisation, permettrait la synthése de corps
cétoniques, dont 'acétoacétate, favorisant ainsi la réparation tissulaire et la cicatrisation en étant

captés et métabolisés, notamment par les cellules présentes comme les macrophages. Ainsi, il serait
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intéressant d’analyser I'expression des enzymes de la cétogenese, dont HMGCS2, sur un broyat de
peau du tissu Iésionnel. Une autre facon de démontrer le réle des corps cétoniques dans le processus
de cicatrisation serait d’utiliser des souris PPARa”’ qui présentent une déficience de la cétogenése
(Cotter et al.,, 2014) afin de démontrer que la cicatrisation est ralentie en I'absence de corps

cétoniques.

b. Role de I'acétoacétate sur le métabolisme des macrophages humains dans un
contexte d’acidose lactique

L'acidose lactique est une caractéristique des lésions lésées, telles que le microenvironnement
tumoral ou les zones de réparation tissulaire. Dans une premiéere étude, nous avions démontré que
I’exposition in vitro de monocytes a une acidose lactique induisait leur différenciation en
macrophages présentant un phénotype mixte, combinant des caractéristiques proinflammatoires
(M1) et trophiques (M2) (Manuscrit en Annexe 1). L’acquisition de ce phénotype mixte résulte de (i)
une métabolisation du lactate exogene, (ii) une consommation autocrine du M-CSF et (iii) une
stabilisation du facteur de transcription HIF-1a. Néanmoins, et contrairement a d’autres types
cellulaires, telles que les cellules tumorales (Senft and Ronai, 2016), I'adaptation métabolique des
macrophages a cet environnement difficile est méconnue. Nous avons observé qu’au cours de la
différenciation en acidose lactique, les macrophages présentent une reprogrammation métabolique
associée a une dysfonction mitochondriale conduisant a une mitophagie. Cette reprogrammation
métabolique conduit également les cellules a adopter un état de pseudo-starvation, nécessitant un
recours a I'autophagie pour assurer leur survie. De maniére surprenante, nous avons observé que
I'acétoacétate protége les macrophages contre I’'état de pseudo-starvation et la mitophagie, en

prévenant notamment la dépolarisation mitochondriale.

i. Lacidose lactique induit un état de pseudo-starvation

Nous avons observé qu’une exposition a un environnement mimant une acidose lactique au
cours de la différenciation de monocytes humains en macrophages conduit a un état de pseudo-
starvation caractérisé par une capacité réduite a capturer des nutriments (glucose et acides aminés).
Cette forte réduction, qui peut également moduler les voies métaboliques comme la glycolyse, peut
s’expliquer par une acidification rapide du cytosol (Berezhnov et al., 2016; Marino et al., 2012; Rotin
et al., 1986; Wahl et al., 2000). Cette acidification intracellulaire inhibe les enzymes glycolytiques de
cellules tumorales (Xie et al., 2014) ainsi que les pompes a glutamine, sensibles a l'acidose (Evans et

al., 2007; Evans et al., 2008).
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ii. L'autophagie induite par I'acidose lactique permet la survie cellulaire

Des études sur les mécanismes d’adaptation métabolique des cellules tumorales a I'acidose
ont permis de souligner le réle essentiel de I'autophagie pour leur survie (Baldini et al., 2016;
Pellegrini et al., 2016). Dans cette étude, nous montrons que les macrophages humains, qui sont des
cellules non proliférantes, ont également recours a I'autophagie pour survivre a I'acidose lactique.
Cette phase d’autophagie apparait précocement et est transitoire. Le fait qu’elle soit transitoire peut
étre corrélé a la consommation d’acides aminés comme la glutamine ; en effet, au cours de la
différenciation, la consommation de glutamine et d’acides aminés par les macrophages générés en
présence d’acide lactique n’est pas nulle. Il a été démontré que les acides aminés, tels que la leucine
et la glutamine inhibent I'autophagie, I'enzyme GLUD1, activée par la leucine et responsable du
catabolisme de la glutamine, est un senseur moléculaire des taux d’acides aminés intracellulaires et
permet d’inhiber I'autophagie par I'activation de MTORC1 (Lorin et al., 2013; Meijer et al., 2015; Tan
et al., 2017).

iii. Les macrophages en acidose lactique présentent des dysfonctions
mitochondriales qui sont prévenues par I'acétoacétate

Le terme « dynamique mitochondriale » regroupe I'ensemble des phénomenes impliqués
dans la réorganisation permanente du réseau mitochondrial (morphologies, épisodes de
fission/fusion). Cette dynamique mitochondriale est particulierement sensible a la quantité de
nutriments disponibles dans I’environnement cellulaire (Liesa and Shirihai, 2013). En cas de privation
nutritionnelle la fission des mitochondries est inhibée avec pour conséquence un allongement des
mitochondries di a une fusion sans opposition (Liesa and Shirihai, 2013). Cet allongement des
mitochondries permet de limiter leur élimination par mitophagie et d’augmenter la capacité de
production d’ATP par molécules de nutriments consommés. Ainsi, il est possible de subvenir a la
demande énergétique des cellules malgré une privation nutritionnelle (Liesa and Shirihai, 2013). De
fagon contradictoire, en cas d’acidose lactique induisant un état de pseudo-starvation, nous avons
observé que les macrophages humains présentent une augmentation du nombre de mitochondries
dysfonctionnelles et ont un recours a la mitophagie, objectivé par des événements de fission (réseau
mitochondrial fragmenté et diminution de la taille et de la masse mitochondriale). Il a déja été décrit
gu’une chute du pH intracellulaire, induite par un pH extracellulaire acide, déclenche I'autophagie et
la mitophagie (Berezhnov et al., 2016; Marino et al., 2012; Rotin et al., 1986; Wahl et al., 2000). Il est

important de noter que la chute du pH intracellulaire est courte, avec une normalisation apres 24
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heures, soulignant que les mécanismes intervenant dans la régulation du pH (Casey et al., 2010) sont

efficaces dans les cellules myéloides humaines.

De facon intéressante, nous avons observé que les processus d’autophagie, mitophagie et pseudo-
stravation induits par I'acidose lactique sont limités en présence d’acétoacétate. Ce résultat est en
accord avec le fait que I'acétoacétate représente une alternative métabolique pour les cellules en cas
de famine ou de restriction glucidique. Nous pouvons mettre en avant, au moins, deux raisons pour
lesquelles |'acétoacétate protége les macrophages en acidose lactique: (i) l'oxydation de
|'acétoacétate par les mitochondries ne requiert pas d’ATP, son catabolisme pouvant donc étre
maintenu méme en pseudo-starvation et (ii) I'oxydation mitochondriale de I'acétoacétate conduit a
la formation d’acétyl-CoA qui est oxydé par le cycle de Krebs et permet la formation de cofacteurs
nécessaires a la chaine respiratoire, maintenant ainsi le potentiel de membrane des mitochondries.
Ainsi, la dépolarisation des membranes mitochondriales et I'état de pseudo-starvation sont évités,
ne nécessitant donc plus I'élimination des mitochondries et le recours a I'autophagie. Cet effet de
I'acétoacétate n’a pas été observé en présence du B-hydroxybutyrate, et ceci pour la méme raison

gue celle évoquée dans I'étude n°1 (absence ou faible expression d’expression de BDH1).

iv. Conclusion

En conclusion, cette deuxieme étude démontre que les macrophages humains ont la capacité
de survivre a un environnement acide et précise les mécanismes d’adaptation métaboliques mis en
jeu. L’acidose lactique conduit a un état de stress : les macrophages présentent un état de privation
nutritionnelle, une augmentation du nombre de mitochondries dysfonctionnelles et une
reprogrammation métabolique. Ainsi, afin d’assurer leur survie, les macrophages ont recours a une
mitophagie et a une autophagie transitoire. Nous rapportons pour la premiére fois que cet état de
stress peut étre limité par |’acétoacétate. Ces travaux identifient I’acétoacétate comme un métabolite
naturel et unique pouvant protéger les macrophages des effets médiés par I'acidose lactique,

notamment en maintenant I'intégrité et les fonctions mitochondriales.

v. Perspectives

La principale perspective de cette étude est de valider in vivo nos observations

Plusieurs situations cliniques sont associées a une acidose tissulaire (zone de
cicatrisation/réparation, microenvironnement des tumeurs solides) ou une acidose systémique (choc
septique). Dans le cas du sepsis, des anomalies mitochondriales surviennent précocement

(dépolarisation mitochondriales, diminution de la respiration mitochondriale et de la production
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d’ATP) et leur persistance conduit a des dysfonctions d’organes et est associé a un mauvais pronostic
clinique (Arulkumaran et al., 2016; Brealey and Singer, 2003; Singer, 2014). Bien que les mécanismes
mis en jeu restent mal connus, il a été suggéré que les médiateurs inflammatoires seraient impliqués
(Van Wyngene et al.,, 2018). De plus, il a été décrit que le sepsis conduit a une hyperlactémie,
conséquence d’une élimination insuffisante par la gluconéogenése hépatique, et résultant en une
acidose lactique (pH<7.35) (Kimmoun et al., 2015; Van Wyngene et al., 2018). Dans la majorité des
cas, une acidose lactique sévere (pH<7.2) est associée a un taux de mortalité d’environ 50 % et aucun
cas de survie n’est constaté en cas de choc septique avec une acidose lactique présentant un pH
inférieur a 7 (Kimmoun et al., 2015). D’aprés nos résultats obtenus sur les macrophages humains
exposés a une acidose lactique, nous suggérons que les dysfonctions mitochondriales observées
durant le sepsis peuvent étre induites par une acidose lactique chronique. Il serait donc intéressant
d’analyser des macrophages tissulaires isolés de patient en choc septique et avec une acidose
lactique. Ainsi, I'état du réseau mitochondrial, le métabolisme et les marqueurs impliqués dans
|"autophagie et la mitophagie pourront étre étudiés et faire le corolaire avec les résultats obtenus in

vitro.

De plus, il a été observé, dans le sepsis, une diminution du catabolisme du glucose, des acides gras et
des acides aminés qui a, comme conséquence, un statut de famine (Van Wyngene et al., 2018). La
encore, nos résultats in vitro ont mis en évidence qu’une acidose lactique conduisait a un état de
pseudo-starvation des cellules myéloides. Il serait donc intéressant de confirmer cette observation

sur des macrophages tissulaires de patients en choc septique.

Enfin, des études ont montré que la cétogenése est inhibée en cas de sepsis (Ohtoshi et al., 1984,
Wannemacher et al., 1979) alors que les corps cétoniques représentent un substrat métabolique en
cas de famine. Nos premiers résultats montrent un réle protecteur de I'acétoacétate contre les
dysfonctions mitochondriales en cas d’acidose lactique. Il apparait donc que I'administration de corps
cétoniques pourrait représenter une alternative dans le cas du sepsis. Confirmant cette hypothese,
une étude a mis en évidence que la délétion de NLRP3 augmentait la survie chez la souris en cas de
sepsis et protégeait les neutrophiles de I'autophagie (Jin et al., 2017). Or, des effets similaires sont
décrits pour le B-hydroxybutyrate qui joue un réle d’inhibiteur de NLRP3 (Youm et al., 2015) et pour
I'acétoacétate qui, dans notre modeéle, prévient I'autophagie induite par une acidose lactique. Ainsi,
afin de vérifier in vivo I'impact des corps cétoniques sur la survie lors d’'un choc septique, nous
pouvons utiliser un modele murin de choc septique (péritonite induite aprés ligature et perforation

cacale (CLP)). L’évaluation de la survie des animaux nourris préalablement par un régime cétogéne
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ou non permettra d’évaluer les effets des corps cétoniques. Cette approche pourra étre étendu a une
deuxieme série d’expérience qui consistera en l'injection intraveineuse d’acétoacétate ou de B-
hydroxybutyrate apres CLP et a I’évaluation de la survie des animaux. Un préléevement des
macrophages tissulaires sur les différents groupes et une analyse du réseau mitochondrial confirmera

in vivo les premiéres observations.

Les résultats de ce second travail permettront de (i) mettre en évidence les effets in vivo d’une
acidose lactique sur des macrophages tissulaires de patients en choc septique et de (ii) évaluer
I'intérét thérapeutique des corps cétoniques sur la survie et la protection face aux dysfonctions

mitochondriales en cas de choc septique.
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8. Annexes

a. Annexe 1: Lactic acidosis cooperates with GM-CSF and M-CSF to induce
human macrophages with an inflammatory and pro-tumor phenotype,
Paolini L, Adam C et al (article soumis a la revue Cancer Immunology Research)

Cet article présente les résultats de I'étude sur I'impact phénotypique et métabolique d’'une
acidose lactique sur les macrophages humains. L'acidose lactique caractérise les zones inflammées et
|ésées et qui sont rencontrées dans de nombreux processus comme la réparation tissulaire et la
cicatrisation, I'ischémie ou encore la tumorigénese. Des études antérieures avaient mis en évidence
des effets de l'acidose lactique sur la biologie des cellules immunitaires présentes dans le
microenvironnement tumoral comme I'émergence de lymphocytes T régulateurs contribuant a
I'immunosuppression ou encore I'acquisition de marqueurs M2 sur des macrophages murins (Angelin
et al., 2017; Colegio et al., 2014). Cependant, |'effet de I'acide lactique sur les macrophages humains
restait mal connu. Cet article rapporte, pour la premiere fois, que l'acide lactique est un facteur
métabolique impactant le phénotype des macrophages humains. Les macrophages exposés au cours
de leur différenciation a de I'acide lactique a des concentrations qui peuvent étre rencontrées dans
le microenvironnement tumoral présentent un phénotype mixte, combinant un profil inflammatoire
et un profil réparateur qui, dans le cancer, favorise la croissance, l'invasion et les métastases. Ce profil
est similaire a celui des TAM décrit dans la littérature. Cet effet nécessite une internalisation de I'acide
lactique et sa métabolisation mais également une consommation de M-CSF et une stabilisation du
facteur de transcription HIF-1. En accord avec ces données in vitro, nous avons mis en évidence, au
sein des tumeurs ovariennes, la présence de TAM au sein de tumeur ovariennes, présentant un profil

cytokinique mixte (inflammatoire et trophique).
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Abstract

In established tumors, tumor-associated macrophages (TAM) orchestrate non-resolving cancer-
related inflammation and produce mediators that favor tumor growth, metastasis and angiogenesis.
To date, factors that confer inflammatory and pro-tumor properties to human macrophages remain
largely unknown. Elevated levels of lactic acid (LA) being common in most solid tumors, we
analyzed the impact of LA on human monocyte differentiation. We report that prolonged lactic
acidosis induces the differentiation of monocytes into macrophages harboring a unique phenotype
with pro-tumor and inflammatory characteristics. They produce numerous tumor growth factors,
inflammatory cytokines and chemokines and low levels of IL-10. These effects of LA require lactate
metabolization and are associated with HIF-1a stabilization. Surprisingly the expression of some LA-
induced genes is dependent on autocrine M-CSF consumption. Finally, TAM with pro-tumor and
inflammatory characteristics (VEGF"9" CXCL8* IL-1B*) are found in solid ovarian tumors. These
results identify tumor-derived LA as a missing link reconciling the pro-tumor features of TAM with
their inflammatory properties and reinforce the potential of therapies that reduce tumor glycolysis or

tumor-associated acidosis.



Introduction

Macrophages are involved in many physiological processes, such as maintenance of tissue
homeostasis, antimicrobial defense and control of immune responses (1). They detect a wide variety
of signals (e.g. microbes and cytokines) and sense changes in nutrients and oxygen availability.
Consequently, macrophages continuously adapt their phenotypes and functions to tissue requirements
(1-3). They are thus characterized by considerable diversity that makes their classification difficult
(4). The initial classification into M1 and M2 cells, which represent extremes of a continuum of
phenotypes, remains widely used (4,5). M1 are inflammatory and tumoricidal cells that produce
inflammatory and Th1-promoting cytokines and low levels of IL-10. Contrastingly, M2 and M2-like
cells exhibited immunoregulatory and trophic cells maintaining tissue homeostasis and orchestrating
wound healing (2). They produce high levels of IL-10 and mediators involved in the recruitment of
regulatory, Th2 and naive T cells, whereas producing low levels of Thl-promoting and inflammatory
cytokines (6). Nevertheless, single cell analysis allowed identifying human macrophages exhibiting
M1 and M2 features (7,8), particularly in established tumors (9-13). Currently, most known
macrophage polarization factors tend to antagonize their own effects rather than to act in an additive
or synergistic manner. Thus, polarization factors capable of generating human macrophages with
mixed M1/M2 profiles remain to be identified.

Importantly, it should be noted that the biology of human and mouse macrophages differs
considerably in terms of differentiation and polarization factors and of specific M1 and M2 markers
(14-16). These differences prevent the results obtained with mouse macrophages from being

extrapolated to human cells.

In most advanced solid tumors, tumor-associated macrophages (TAM) represent the most abundant
population of infiltrating leukocytes (17) and a high degree of TAM infiltration correlates with poor
prognosis in various malignancies (2,6). TAM impact virtually all aspects of tumor biology, as they
promote angiogenesis, tumor progression, invasion and metastasis. lllustrating their functional
diversity, they contribute to the different phases of tumor development. In the early stage of tumor
development, macrophages exhibit an anti-tumor M1 phenotype, due to the production of GM-CSF
and IFNy by activated leucocytes (6). Subsequent tumor growth generates signals perceived by
monocytes/macrophages as a need for tissue repair, explaining that TAM resemble M2 macrophages.
Non-resolving chronic inflammation is a hallmark of carcinogenesis that actively contributes to the
exhaustion and inefficiency of T cells. It is now admitted that TAM orchestrate tumor-associated
inflammation (6,18,19), suggesting that they might display not only M2-like but also M1 features. So



far, the signals present in the tumor environment and involved in the acquisition of a mixed M1/M2

profile by TAM remain not completely defined.

Most cancer cells sustain a high proliferation rate via aerobic glycolysis (Warburg effect) (20) and
divert glucose-derived pyruvate away from the mitochondria toward lactate production. Whereas
lactate concentrations in normal tissues at rest are within 1.8-2 mM, they range from 6 to 15 mM in
solid tumors, even reaching 40 mM at the highest (21). Once exported through lactate-proton
symporters, lactic acid (LA) readily dissociates into lactate and proton (H"), the latter being
responsible for the low extracellular pH in tumor tissues. Lactic acidosis is common in most solid
tumors and high levels of lactate are associated with aggressiveness and resistance to treatment (22).
Lactate is no longer described solely as a by-product of glycolysis but also as a fueling and signaling
molecule, rescuing cancer cells from glucose deprivation (23). Recent studies have shown that LA
may act as an immunoregulatory mediator. LA dampens cytotoxic T cell and NK cell functions,
favors Treg cell survival (24-27) and triggers the expression of M2 genes in murine macrophages
(28-30).

To date, the impact of a chronic exposure to LA on the differentiation of human monocytes remains
to be determined. Since TAM derive mainly from monocytes and lactic acidosis is a feature of
tumors (22,31), it is likely that the differentiation of monocytes into TAM may take place under
lactic acidosis. We report that LA drives the differentiation of human monocytes into macrophages
exhibiting a unique inflammatory and trophic phenotype similar to TAM in ovarian tumor.



Materials and Methods

Protocols are detailed in Supplementary Material and Methods.

Monocyte isolation and cell generation

CD14" monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells from healthy volunteers by
positive magnetic cell-sorting (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Monocytes (1x10°
cells/mL) were cultured for 5 days in complete medium (CM), in the presence of 50 ng/mL M-CSF
(ORF Genetics, Kopavogur, Iceland) to generate M-Mg, or 50 ng/mL GM-CSF (R&D Systems,
Lille, France) to generate GM-Me. Prototypic M2 cells and monocyte-derived dendritic cells (Mo-
DC) were generated as described (32).

Lactic acidosis, acidosis and lactosis

Monocytes (1x108 cells/mL) were differentiated under lactic acidosis by culture for 5 days in CM
with 50 ng/mL GM-CSF and 10 mM LA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) (pH=6.5), without or with 3
uM GW2580, 125 uM a-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC), 1 uM acriflavine, 5 mM oxamic acid
(all from Sigma-Aldrich), 15 pM GSK2837808A (Tocris, Lille, France), 1.25 uM AZD3965
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) or 4 pg/mL neutralizing anti-M-CSF or control mAbs (R&D
Systems). Inhibitors were used at the highest non-toxic concentration (Supplementary Table 1).
Monocytes were differentiated under lactosis or acidosis by culture in GM-CSF-containing CM with
10 mM sodium lactate (pH=7.3) (Sigma-Aldrich) or adjusted to pH=6.5 (12.35 mM HCI),

respectively.

Cytokine quantification

Macrophages (0.5x10° cells/mL), collected after 5-7 days culture, were stimulated or not for 24 h
with 200 ng/mL LPS (E. coli serotype O111:B4; Sigma-Aldrich) in fresh CM. Cytokines were
quantified by multiplex immunoassay (R&D System), except IL-12p70 (Diaclone, Dijon, France),
endothelin-1, soluble CD115 (sCD115) and IL-20 (R&D Systems) which were quantified using
conventional ELISA; IL-20 was quantified in 5-fold concentrated supernatants. LA did not interfere

with cytokine quantification.

Flow cytometry analysis
The expression of CD1a, CD14, CD163, CD115, TNFa, IL-6, IL-1, CXCL8, VEGF and pERK1/2 by
macrophages generated in vitro or present in ovarian tumors, stimulated or not with LPS, was

analyzed by flow cytometry (Abs are listed in Supplementary Table 2). Data were acquired using a
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FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) and analyzed with the FlowJo
software (Tree Star, Ashland, OR). Results are expressed as relative fluorescence intensity (RFI) or

as a percentage of labeled cells.

Analysis of mMRNA expression

Total RNA was extracted and reverse transcribed as described (33) and the expression of the mRNA
encoding the indicated proteins was evaluated by gPCR. Relative quantification was calculated using
the 224€T method using RPS18, EF1A, TBP, RPL13A and PPIA as references (34). The calculation
method is based on the conversion of the linear Cq values into a logarithmic scale using the
efficiency of PCR as an exponential function; the geometric mean of selected housekeeping genes is

used as a normalization factor, allowing eliminating of inter-sample variations.

Lactate and glucose quantification

Glucose and lactate were quantified in cell culture supernatants using enzymatic assays (Abcam,
Cambridge, UK). Results are expressed in mmol/L or in mmol/L/24 h (with positive and negative
values corresponding to consumption and production, respectively).

Lactic acid metabolization and measurement of oxygen consumption rate

Monocytes were differentiated for 5 days in CM with GM-CSF plus 10 mM *3C-lactate sodium
(Sigma-Aldrich) (pH=6.5). *C-containing metabolites present in culture supernatants and cell
extracts were analyzed by NMR spectroscopy and LC-MS, respectively. The XF96 extracellular flux
analyzer (Seahorse analyzer; Agilent Technologies, Santa Clara, CA) was used to determine the

bioenergetic profiles of macrophages.

Co-culture assay

Monocytes were cultured with the primary tumor cells CASC170, CKC0829 and CKTO0151 cells
selected on their capacity to produce LA (Supplementary Fig. S1a) using Transwell units (Corning,
New York, NY); monocytes (1x10°® cells/mL) were seeded in the lower compartment (containing
GM-CSF, without or with of CHC) and 2.5x10* tumor cells were added in the upper compartment. In
some experiments, macrophages (0.5x10°8 cells/mL in fresh CM) were stimulated with 200 ng/mL
LPS for 24 h.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). The non-

parametric Wilcoxon matched-pairs test was used to compare means. For the comparison of antigen
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expression time course, two-way analysis of variance (ANOVA) with a posthoc Bonferroni’s

multiple comparison test was used. Statistical significance was considered when p<0.05.



Results

Lactic acidosis gives rise to human CD14"" CD163"9" macrophages

GM-CSF is overexpressed in tumor sites and allows human monocytes to survive and differentiate
into macrophages (15). To assess the impact of lactic acidosis on monocyte differentiation, human
monocytes were cultured with GM-CSF, without or with LA, and their phenotype was analyzed at
day 5. In agreement with a previous study (35), LA was used at 10 mM, the highest non-toxic
concentration for human monocytes/macrophages (Fig. 1a) that corresponds to the ones found in
tumor sites (27).

Upon lactic acidosis (10 mM LA, pH=6.5), monocytes differentiated into macrophages (GM+LA-
Meo), as evidenced by the expression of the macrophage markers CD14 and CD163 but not of the
Mo-DC marker CD1a (Fig. 1b&c). The expression of CD14 and CD163 was higher on GM+LA-Meo
than on GM-Me, both at the protein (Fig. 1c) and mRNA levels (Fig. 1d). The expression of CD163
was time-dependently upregulated during the differentiation process (Fig. 1e). As previously reported
(32), M-Mg also exhibited a CD14"9" CD163"9" phenotype (Fig. 1b-¢).
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Figure 1. Lactic acid induces monocyte differentiation into CD14M" CD163"9" macrophages. a.
Human monocytes were cultured with GM-CSF and the indicated concentrations of LA. Results are
expressed as a percentage of viable cells at day 5 (n=5); shaded area, range of LA concentrations in

solid tumors (21);. b&c. CD1a, CD14 and CD163 expression was assessed by flow cytometry at day
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5 on GM-Mg, GM+LA-Me, M-M¢ and Mo-DC. Results are expressed as RFI values (n=5) (b) or
representative of one of 5 experiments (c). d. Relative expression of CD14 and CD163 mRNA at day
5 (n=3). e. The expression of membrane CD163 was evaluated by flow cytometry at the indicated
time points (n=5). a,c-e. mean = SEM; ** p<0.01, *** p<0.001 (Wilcoxon test or 2-way ANOVA).

The effects of LA depend on lactate entry into cells

Lactic acidosis results from the extracellular accumulation of lactate and protons that lowers the
extracellular pH (27). We therefore evaluated whether the effects of LA on monocytes/macrophages
could result from an adaptation to acidosis or lactosis. The differentiation of monocytes under
acidosis (12.35 mM HCI, pH=6.5) or lactosis (10 mM sodium lactate, pH=7.3) did not affect CD163
and CD14 expression on day-5 macrophages (Fig. 2a, left panels).

The import of lactate into cells is mediated by monocarboxylic acid transporters (MCT) and requires
a low extracellular pH (28). Since both lactosis and a low pH were necessary to switch GM-Mg into
CD163M" CD14M9" cells, we suspected that this process was dependent on lactate influx into cells. In
support, the MCT inhibitor CHC (used at 125 pM; (28)) and the specific MCT1 inhibitor AZD3965
(used at 1.25 pM; (36)) prevented the capacity of LA to upregulate CD14 and CD163 expression
(Fig. 2a), suggesting that the impact of LA on macrophage polarization resulted from its intracellular
entry. MCT inhibitors blocking lactate influx and efflux (Supplementary Fig. S2a), we then formally
demonstrated lactate entry and metabolization by macrophages using *3C-labelled LA. NMR
spectroscopy and LC-MS revealed the presence of 3C-metabolites in GM+LA-M¢ and culture
supernatants, among which malate, alanine and glutamate were the most abundant (Fig. 2b). In
parallel, we also quantified glucose and lactate in the supernatants of GM-M¢ and GM+LA-M¢
during the differentiation process (Supplementary Fig. S2b). As expected (37), GM-M¢ consumed
glucose and released lactate. GM+LA-Mg were less glycolytic and consumed less glucose than GM-
Mo (Supplementary Fig. S2b). For GM+LA-Me, extracellular lactate levels correspond to non-
consumed exogenous lactate and endogenous LA released by glycolysis. Supporting our above
observations, extracellular lactate quantification at day 3 showed a consumption of exogenous lactate
by GM+LA-M¢ (Supplementary Fig. S2b). Finally, mitochondrial respiration demonstrated that,
compared to GM-Me (37), GM+LA-M¢ had a reduced electron chain activity with still functional
mitochondria (Supplementary Fig. S2c).

The data show that (i) the increase of CD14 and CD163 expression induced by LA depend on its
entry into cells and (ii) is metabolized by human macrophages.
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Figure 2. The effects of lactic acid are dependent on its internalization and metabolization. a.
Human monocytes were generated under acidosis, lactosis or lactic acidosis, without or with CHC or
AZD3965 (AZD). The expression of CD163 and CD14 was assessed by flow cytometry at day 5 (left
panels) and IL-1p and IL-12p70 were quantified after 24 h stimulation with LPS (right panels) (n=5).
b. Monocytes were cultured with GM-CSF and 10 mM 3C-lactate sodium (pH=6.5); samples were
analyzed at day 5 by NMR (left panel, n=3) and LC-MS (right panel, n=4). LC-MS, results are
expressed as a percentage of *C isotopic enrichment. a-c. mean + SEM; * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 (Wilcoxon test).

GM+LA-Mg harbour a non Thl-promoting inflammatory phenotype

Damage-associated molecules that signal via TLR4 accumulate in tumors (38). We therefore
analyzed the cytokine profile of GM+LA-Me in response to the prototypic TLR4 agonist LPS.

As expected (32,39), LPS-stimulated GM-Me exhibited an 1L-10"% I1L-12p70"9" M1-type phenotype
and produced high levels of inflammatory cytokines (Fig. 3a). Surprisingly, stimulated GM+LA-M¢o
produced dramatically higher levels of IL-1pB, IL-6, TNFa and CXCL8 than stimulated GM-Me,
while maintaining a low production of IL-10 (Fig. 3a). The upregulation of IL-6 and TNFa
production by GM+LA-M¢ was homogeneous among the CD14"" CD163"9" cell population,
allowing excluding that the IL-6"9" TNFa"9" phenotype may result from the coexistence of distinct

subpopulations (Fig. 3b). In parallel, GM+LA-Me, stimulated or not, exhibited an upregulation of
11



the transcripts encoding IL-1B, TNFa and IL-6, and several chemokines, including CCL2, CCL13
and CXCLS5 (involved in myeloid cell recruitment), CXCLS8 (involved in neutrophil recruitment) and
CXCL2 and CXCL3 (which favors angiogenesis) (Fig. 3c); most of these chemokines are present in
tumor sites and are associated with a poor prognosis (40).

Unlike GM-Mo, GM+LA-Mo did produce low levels of the Thl-inducing factor IL-12p70 and did
not produce the Thl-attracting chemokine CXCL10 (Fig. 3a). In support, DC generated in the
presence of LA also lack the ability to produce IL-12 (24). GM+LA-M¢ also expressed higher levels
of CXCL1 and CCL18 (involved in the recruitment of immunosuppressive myeloid cells) and of
CCL24 (involved in naive and resting T cell recruitment) than GM-Meo (Fig. 3c).

Again, the capacity of LA to induce IL-18M9" IL-12'°" macrophages was dependent on its entry into
cells as it was prevented by MCT inhibitors (Fig. 2a) and not mimicked by acidosis. Indeed, and in
agreement with previous studies (41,42), monocyte differentiation under acidosis dramatically
increased the ability of macrophages to secrete I1L-12p70 and IL-1p, although at a lower extent than
with LA (Fig. 2a). Finally, lactosis did not modulate IL-1p and IL-12p70 secretion by macrophages
(Fig. 2a).

Collectively, these results show that LA induces unconventional pro-inflammatory macrophages (i. e.
non-pro-Thl), a phenotype compatible with chronic inflammation and an ineffective adaptive
immune response, as observed in established tumors (6).
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Figure 3. Lactic acid confers an inflammatory phenotype to human macrophages. a. Day-5
macrophages were stimulated with LPS for 24 h before quantification of IL-1p, IL-6, TNFa, CXCLS,
IL-10, IL-12p70 and CXCL10 (n=7). b. Day-5 GM-M¢ (blue) and GM+LA-M¢ (red) were
stimulated for 24 h with LPS before intracellular staining with anti-TNFa and anti-1L-6 mAbs. Dot
plots, gating strategy; histograms, levels of TNFa and IL-6 (grey histograms, isotype control mAbs).
Results are representative of one of 5 experiments. c. Relative expression of IL-1B, TNFa, IL-6
(upper panels), CXCL8, CCL2, CCL13, CXCL5, CXCL2, CXCL3, CXCL1, CCL18 and CCL24
(lower panels) mRNA by day-5 macrophages either unstimulated (left panel) or stimulated for 6 h
with LPS (right panel) (n= 3). a,c. mean £ SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Wilcoxon test).

Lactic acid-induced macrophages secrete tumor-promoting factors

TAM are a major source of growth factors (6). We thus evaluated the capacity of GM+LA-Mo to
produce pro-tumor factors. Compared to GM-Mop, GM+LA-M¢o expressed high levels of transcripts
encoding (i) the EGFR ligands HB-EGF, TGFa and epiregulin, (ii) the epithelial growth factors HGF
and IL-20, (iii) the epithelial-mesenchymal transition factor OSM and (iv) the endothelial and
mesenchymal cell proliferation and migration factors VEGF-A and PDGF-BB (Fig. 4a).
Accordingly, stimulated GM+LA-Me@ produced higher levels of HB-EGF, TGFa, IL-20, OSM,
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VEGF-A and ET-1 than GM-Meo (Fig. 4b). Most of these factors are expressed by TAM in
established tumors and are associated to tumor growth and metastasis (43).

Interestingly, this pro-tumor signature induced by LA was distinct from that of the prototypic M2 and
M2-like cells (M-Me). More precisely, GM+LA-M¢ produced higher levels of HB-EGF, TGFa and
ET-1 and lower levels of VEGF-A than M2 and M2-like cells (Fig. 4b). Moreover, the expression of
most of the IL-4-induced M2 transcripts (44) was not upregulated by LA (Supplementary Fig. S3a).
These results show that LA promotes the generation of macrophages with a unique phenotype

combining inflammatory and tumor trophic features.
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Figure 4. Lactic acid induces the generation of macrophages with trophic properties. a. Relative
HB-EGF, TGFa, EREG, HGF, IL-20, OSM, VEGF-A and PDGF-BB mRNA expression at day 5 (n=
3). 2, 6 h stimulation with LPS. b. Day-5 macrophages were stimulated for 24 h with LPS before
quantification of HB-EGF, TGFa, IL-20, OSM, VEGF-A, and ET-1. nd, not done. a&b. mean +
SEM, n=6; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Wilcoxon test).

Lactic acid enhances autocrine M-CSF consumption by differentiating myeloid cells

We observed that GM+LA-Me exhibited an upregulation of several mRNA, such as SERPINB2,
FOLR2, SEPP1 and CD163 which are defined as M-CSF-induced genes (Fig. 5a&b) (39). In
agreement with studies showing that GM-CSF, by downregulating CD115 expression, limits M-CSF
consumption and, consequently, the expression of M-CSF-induced genes by monocytes (32,45-47),

we observed an accumulation of autocrine M-CSF in the culture supernatants of GM-Mg (Fig. 5c).



Based on these observations, we hypothesized that LA could promote autocrine M-CSF consumption
by differentiating M¢. Different evidences support this hypothesis. First, compared to GM-Me,
GM+LA-Me exhibited (i) an early increase of CD115 mRNA (Supplementary Fig. S4a), (ii) an
increase of membrane CD115 expression at 6 h and 24 h (that returned to levels similar to GM-Mg at
48 h) (Fig. 5d, left panel) and, (iii) a reduction of sCD115 release (Fig. 5d, right panel), while total
CD115 expression remained unchanged (Supplementary Fig. S4b). Second, the expression of M-CSF
MRNA was increased in GM+LA-M¢o (Supplementary Fig. S4a), whereas M-CSF remained
undetectable in their culture supernatants (Fig. 5c¢). Third, the CD115 tyrosine kinase inhibitor
GW2580 (48), and a neutralizing anti-M-CSF mAb (49), but not a control mAb, prevented the
generation of CD163"9" CD14"9" macrophages induced by LA (Fig. 5e). GW2580 also decreased the
expression of the M-CSF-dependent genes SERPINB2, FOLR2, SEPP1 and CD163 (Fig. 5b) and the
secretion of VEGF-A and TGFa by GM+LA-Mgo (Fig. 5f). Fourth, flow cytometry analysis revealed
that the level of phosphorylation of ERK1/2, which is induced by M-CSF and LA (50), was increased
in GM+LA-M¢ compared to GM-Mo (Supplementary Fig. S4c).

Of note, the observation that the acquisition of an inflammatory signature was also dependent on an
autocrine consumption of M-CSF during the differentiation process (as illustrated by the decrease of
IL-1p and TNFa production by GM+LA-Mg in the presence of GW2580; Fig. 5f) was surprising as
M-Me are not inflammatory cells (39). However, supporting our observations, macrophages
generated with GM-CSF, M-CSF and IL-6 (GM+M-Mg) exhibited an IL-1p"9" VEGF-A"9" and
CD163"9" phenotype similar to GM+LA-Mg (Supplementary Fig. S4d). This result is consistent with
the fact that IL-6 unlocks M-CSF consumption by myeloid cells (32,45). Finally, the phenotype of
GM+LA-Mg cannot be solely recapitulated by the consumption of M-CSF. First, GW2580 did not
modulate the secretion of OSM, HB-EGF, IL-12p70 and CXCL10 by GM+LA-M¢ (Supplementary
Fig. S4e). Second, GM+M-Meo produced lower levels of HB-EGF than GM+LA-Mg (Supplementary
Fig. S4d). Third, in the absence of GM-CSF, we failed in detecting any effect of LA when monocytes
were differentiated in the presence of M-CSF (Supplementary Fig. S3b).

In conclusion, LA induces autocrine consumption of M-CSF by monocytes exposed to GM-CSF and

this mechanism may explains the acquisition of certain inflammatory and trophic features.
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The acquisition of the GM+LA-M¢ phenotype depends on HIF-1 stabilization and lactate
metabolization

Lactate is a potent inhibitor of cytoplasmic prolyl hydroxylases that degrade the transcription factor
HIF-1a (51). Accordingly, LA increases the expression of M2 genes by murine macrophages through
the stabilization of HIF-1a (28). Consistent with this result, we observed that the HIF-1o inhibitor
acriflavin (52) decreased LA-induced expression of M-CSF mRNA and, as previously reported in
mice (53), of CD115 mRNA (Fig. 6a), supporting a role for HIF1-a in autocrine M-CSF consumption
by human GM+LA-Me. Acriflavin also prevented the upregulation of CD14 and CD163 (Fig. 6b)
and of M-CSF-dependent marker expression (Fig. 6¢) as well as the production of IL-1B, TNFa, HB-
EGF and OSM induced by LA (Fig. 6d).

Different studies have reported that the stabilization of HIF-1a induced by lactate requires its
oxidation to pyruvate (54-56). In agreement with these studies, the LDH inhibitors oxamic acid and
GSK2837808A prevented the capacity of LA to increase CD163 and CD14 expression and IL-1p and
HB-EGF production by GM+LA-Meo (Fig. 6e).

These results show that the acquisition of the GM+LA-M¢ phenotype by monocytes depends on

lactate metabolization and HIF-1 stabilization.
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Figure 6. HIF-1 stabilization and LA metabolization in GM+LA-Mg. a. The relative expression
of M-CSF and CD115 mRNA was determined in monocytes cultured for 18 h with GM-CSF or GM-
CSF plus LA, without or with acriflavine (n=5). b-d. GM-M¢ and GM+LA-M¢ were generated
without or with acriflavine. The expression of CD163 and CD14 (b) and the relative expression of
CD163, SEPP1, FOLR2 and SERPINB2 mRNA (c) were determined at day 5 (n=5). d. Day-5
macrophages were stimulated for 24 h with LPS and IL-1B, TNFa, HB-EGF and OSM were
quantified in cell culture supernatants. e. GM+LA-M¢ were generated without or with
GSK2837808A and oxamic acid. The expression of CD14 and CD163 was determined at day 5 (left
panels) and the production of IL-1p and HBEGF was evaluated after a 24 h stimulation with LPS

(right panels) (n=5).

Ovarian tumor TAM exhibit a unique pro-inflammatory and trophic phenotype
In order to evaluate the role of tumor-derived LA on monocyte differentiation, we cultured

monocytes with LA-producing primary ovarian tumor cells (Supplementary Fig. S1a). Macrophages
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generated in the presence of these tumor cells exhibited elevated levels of CD163, CD14 and IL-1p
(Fig. 7a and Supplementary Fig. S1b) and of SEPP1, FOLR2, STAB1, EREG and OSM (Fig. 7b).
These effects were prevented by CHC (Fig. 7a&b and Supplementary Fig. S1b). Interestingly, the
three primary tumor cells induced similar phenotypes, irrespective of their capacity to produce M-
CSF and IL-6 (Supplementary Fig. S1a).

We next evaluated whether TAM present in solid ovarian tumors may exhibit a phenotype similar to
GM+LA-M¢. We monitored the expression of (i) VEGF, as VEGF"9" TAM are localized in LA-rich
zones (29,57) and (ii) of the inflammatory cytokines CXCL8 and IL-1p in LPS-stimulated cell
suspensions (obtained after tumor dissociation). We detected three subsets of CD14" cells: CXCL8"
IL-1p~ VEGF*, CXCL8" IL-1p" VEGF" and CXCL8" IL-1B" VEGF" (Fig. 7c). Interestingly, the
highest levels of VEGF were detected in TAM producing CXCL8 and IL-1p (Fig. 7d), as observed in
GM+LA-Mo (Fig. 5f).

Collectively, these results demonstrate, for the first time, the existence of human TAM with pro-
tumor and inflammatory features in ovarian tumors and highlight the central role of tumor-derived

LA in their generation.
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Figure 7. Ovarian tumor cell-derived LA induces the generation of macrophages expressing
inflammatory and pro-tumor mediators. Monocytes were co-cultured for 5 days with GM-CSF
(GM-Mg), in the absence or presence of the primary ovarian tumor cell CASC170, with or without
CHC. a. The expression of CD163 (left panel) and CD14 (middle panel) was evaluated at day 5.
Day-5 macrophages were stimulated for 24 h with LPS before quantification of IL-1 (right panel)
(n=4). b. The relative expression of SEPP1, FOLR2, SATB1, EREG and OSM mRNA was assessed
after 6 h stimulation with LPS (n=4). c¢. LPS-stimulated or unstimulated cells suspension (after tumor
dissociation) before intracellular staining with anti-CXCL8 and anti-IL-1 mAbs. Dot plots represent
the gating strategy and histograms the intracellular expression of CXCL8 and IL-1B. Grey
histograms, isotype control mAbs. Results are representative of one of 3 experiments. d. Relative
expression of VEGF in CXCL8" IL-1p, CXCL8" IL-1f" and CXCL8" IL-1p* TAM from 4 patients.
a-d. mean £ SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Wilcoxon test).

Discussion

Most of the known macrophage-polarizing factors give rise to either trophic (M2) or inflammatory
(M1) cells (5). Nevertheless, macrophages exhibiting M1- and M2-like features have been reported in
different situations, especially in cancer (12,13). We report that a prolonged exposure to LA, whose
excessive production is a major characteristic of tumors (21,27), confers to human macrophages a
novel and unique phenotype combining inflammatory and pro-tumor features (Supplementary Fig.
S5). The acquisition of this phenotype requires the internalization and metabolization of lactate and
was dependent on HIF-1 stabilization and, for some factors, on M-CSF consumption. These results
identify tumor-derived LA as a missing molecule reconciling the M2-like features of human TAM
with their inflammatory properties.

We report that GM+LA-M¢e produce numerous growth factors which promote tumor cell
proliferation, migration and invasion and that this profile is closer to macrophages generated with M-
CSF (5,39) than to prototypic M2 cells generated with IL-4 or 1L-13 (44). Accordingly, LA has been
reported to upregulate the expression of M2-type genes in mouse macrophages, independently of IL-
4 (28). Furthermore, while M-CSF is overexpressed in numerous solid tumors (58-60), IL-4 and IL-
13 are detected in a limited number of cancers (4,61). In addition to trophic properties, TAM also
contribute to persistent inflammation (6). We show that GM+LA-Me exhibit a strong inflammatory
phenotype, as illustrated by a massive secretion of inflammatory cytokines and chemokines.
Moreover, GM+LA-M¢ produced low levels of CXCL10 and IL-12, involved in the recruitment of
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CD8" T cells and the generation of Th1l cells (40), respectively, and high levels of CCL18 which is
involved in the recruitment of naive T cells that, ultimately, differentiate into Treg cells (62,63).
Thus, through its impact on macrophages, LA produced by tumor cells could not only promote tumor
growth but also sustain chronic inflammation without initiation of an effective anti-tumor immune

response.

We show that GM+LA-Mg acquire most of their characteristics through an autocrine consumption of
M-CSF, a process which is finely regulated in human myeloid cells. For example, M-CSF
accumulates in the cell culture supernatants of DC and M1-like macrophages (32,45,64) and its
consumption is induced by IL-6 in differentiating cells (32,45,65). Our results show that LA also
triggers M-CSF consumption via an increase of M-CSF and CD115 expression, a decrease of
SCD115 release and an increase of CD115 downstream signalling. Whereas GM-CSF induces IL-
10'% |L-1pM9" TNFaM9" cells, M-CSF induces anti-inflammatory 1L-10M9" |L-1p'°% TNFa'®" cells
(32,39,66). M-Mo being anti-inflammatory cells, we hypothesized that LA would dampen the
inflammatory phenotype of GM-Me. Unexpectedly, GM+LA-M¢o exhibited a more pronounced
inflammatory phenotype than GM-Me. Explaining this observation, the induction of M-CSF
consumption by IL-6 amplifies the capacity of macrophages to produce pro-inflammatory cytokines.
Accordingly, in chronic inflammatory situations, M-CSF exacerbates rather than dampens
inflammation (15,67,68). Nevertheless, the phenotype of GM+LA-Mg is not superimposable to that
of GM+M-Mg, confirming that the acquisition of this phenotype results from the integration of
different signals.

The impact of LA on macrophage differentiation is dependent on its internalization and
metabolization and requires HIF-1 stabilization. In support, it has been reported that, in murine
macrophages, the expression of CD115 (53) and the induction of the M2 genes Argl and VEGF by
LA (28) depend on HIF-1 stabilization. Since HIF-1 targets the expression of IL-1p and IL-6 mMRNA
(69), its stabilization can also directly induce an inflammatory phenotype in GM+LA-Meo.
Accordingly, the phenotype of GM+LA-M¢e was not induced by lactosis or acidosis. While LA
reduces 1L-12 production, we observed, in agreement with others (41), that acidosis increases 1L-12
secretion by human myeloid cells. Acidosis also increases IL-1B secretion by macrophages, but to a

lower extent than LA.

Our results, together with these studies in mice (28-30), highlight the crucial role of tumor-derived
LA in shaping the phenotype of human and mouse TAM. We show that tumor-derived LA induces
inflammatory and pro-tumor macrophages in the presence of oxygen. Previous studies reported that

VEGF"" TAM are localized in ischemic zones, characterized by hypoxia and high concentrations of
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lactate (29,57). Although hypoxia synergizes with LA in inducing pro-angiogenic and -tumor TAM
(28,29), hypoxia per se does not skew murine TAM towards a tumor-promoting phenotype (30,70).
These studies and our results confirmed that, among tumor-derived metabolites, LA plays a pivotal
role in inducing TAM. Finally, we report that TAM in solid ovarian tumors are functionally
heterogeneous, some of them expressing a pronounced inflammatory and pro-tumor phenotype (IL-
1B* CXCL8" VEGFY); it is likely that these TAM, which exhibit a phenotype close to GM+LA-Mg,

are localized in/or near ischemic zones in ovarian cancers.

The crosstalk between LA, M-CSF and GM-CSF may have a therapeutic impact on cancer treatment.
In the early stages of tumor development, GM-CSF participates in antitumor immune surveillance by
inducing antitumor macrophages (71). By contrast, in advanced tumors, the levels of GM-CSF and
M-CSF increase, and high levels of GM-CSF or M-CSF are associated with poor prognosis and
metastasis (15). GM-CSF then favors the recruitment and accumulation of immunosuppressive
myeloid cells and its neutralization reduces tumor growth (72-75). Similarly, M-CSF promotes
monocyte recruitment and differentiation into M2-like cells (58,76). The ability of LA to induce, in
the presence of GM-CSF, the consumption of M-CSF by monocytes/macrophages suggests that in
vivo LA secreted by growing tumors will switches monocyte differentiation from M1 cells to
inflammatory and trophic TAM. This contributes to explain the antagonistic roles of GM-CSF,
according to the stages of tumor development (additional Figure S5). Finally, since M-CSF and LA
act together to shape the phenotype of human TAM in established tumors, combination therapies to
reduce tumor cell glycolysis and to neutralize M-CSF/CD115 could work synergistically to re-

educate TAM into anti-tumor cells.

In conclusion, we demonstrate that LA confers to human macrophages a pro-tumor and inflammatory
phenotype, underlining its central role in inducing persistent and unresolved cancer-related
inflammation and sustaining tumor growth. These observations highlight the therapeutic interest of
drugs that may dampen tumor glycolysis in order to re-program TAM and thereby boost the efficacy

of immunotherapies.
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Supplementary Figure S1. The primary fumor cells CASC170, CKC829 and CKT151 were isolated
from ascites of patients with high-grade serous ovarian carcinoma (Biological resource center.
University Hospital of Rennes, Rennes. France: agreement BB-0033-00056) a. Primary fumor cells
were cultured and lactate. M-CSF and IL-6 were quantified in day-4 supernatants. b. Monocytes were
co-cultured for 5 days with 50 ng/ml. GM-CSF in the absence (GM-Mg) or presence of CKC829
(GM-Me co-cultured with CKC829 cells) or CKT151 cells (GM-Me cocultured with CKT151 cells).
without or with 125 pM CHC. The expression of CD163 and CD14 was evaluated by flow cytometry
at day 5; IL-1p was quantified in supernatants of cells stimulated for 24 h with 200 ng/mL LPS. a&b.
mean = SEM; n=4. * p<0.05; ** p<0.01; **¥*p<0.001 (Wilcoxon test).
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Supplementary Figure S2. a. Monocytes were cultured with 50 ng/ml. GM-CSF (GM-Mg) or 50
ng/mlL. GM-CSF plus 1.25 pM AZD3965 (GM-Mg + AZD). Lactate was quantified in cell culture
supematants at day 2. 3 and 4. Results are expressed in mmol/L (mean + SEM, n=4). b&c. Monocytes
were cultured with 50 ng/ml. GM-CSF (GM-Mg) or 50 ng/ml. GM-CSF plus 10 mM lactic acid
(GM+LA-Mg). b. Glucose and lactate were quantified in cell culture supernatants at day 3 and
day 5. Results are expressed in mmol/L/24 h where positive and negative values correspond to
consumption and production, respectively (n=4). ¢. OCR was monitored at day 5 (n=7). OCR
measured before and after the sequential addition of oligomycin (oligo). FCCP and antimycin
A (AntiA). Metabolic parameters obtained from the OCR profiling, ATP-linked respiration /
maximal respiration capacity, and proton leak / maximal respiration capacity are determined
as described in the Supplementary Material and Methods. a-c. mean + SEM: * p<0.05. **

p<0.01, *** p<<0.001 (Wilcoxon test).
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Supplementary Figure $3. a. Human monocytes were cultured for 5 days with 50 ng/'mL. GM-CSF (GM-Meg) or 50
ng/mL GM-CSF plus 10 mM lactic acid (GM+LA-Mop). At day 5. the relative expression of the mRNA encoding
AQP9, CCL17, CISH, CYBB. CYBRDI,. IRF4, KLF4, PDCDILG2, PTGS1. SOCS1 and TGM2 was assessed by

) . : . -AACT
qPCR: specific gene expression was calculated using the 2

method using housekeeping genes as calibrator.
Results are expressed as relative mRNA expression (n=3). b. Monocytes were cultured with 50 ng/ml. M-CSF (M-
Mo) or 50 ng/mL M-CSF plus 10 mM lactic acid (M+LA-Mo) for 5 days. At day 5. cells were stimulated ($) or not
for 6 h with 200 ng/mL LPS. The expression of the mRNA encoding CD14, CD163, SERPINB2. FOLR2. SEPPI.
HB-EGF. EREG. TGFo. HGF, IL-20., OSM. VEGF-A. PDGF-BB. IL-1p, TNFa, IL-6, CCL2, CCL13, CCLI1S,
CXCLI1. CXCL2, CXCL3. CXCL5, CXCL8, CXCL10 and IL-10 was assessed by qPCR. Specific gene expression
was calculated using the 2™*CT method using housekeeping genes as calibrator. Results are expressed as relative

mRNA expression (n=3). a-b. mean + SEM
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Supplementary Figure S4. a. Monocytes were cultured with 50 ng/mL. GM-CSF (GM-Mo) or 50 ng/mL GM-CSF
plus 10 mM lactic acid (GM+LA-Mg). a. The relative expression of the mRNA encoding CD115 and M-CSF was

-AACT -
2 method using

assessed by qPCR at indicated time points. Specific gene expression was calculated using the
housekeeping genes as calibrator; results are expressed as relative mRNA expression (n=3). b. The expression of
CD115 (membrane and infracellular) was assessed by flow cytometry at 24 h (n=3) c¢. Cells were collected at day 2
and stimulated 20 min with 200 ng/mlL LPS before analyzing the expression of pERK1/2 by flow cytometry (using

PE-labeled anti-ERK1/2 phospho Thr202/Tvr204. clone 6B8B69. Biolegend). d. Human monocytes were cultured for
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5 days with 50 ng/ml. GM-CSF or 50 ng/ml. GM-CSF plus 10 ng/mL M-CSF plus 150 ng/mL IL-6 (from
Immunotools. Friesoythe, Germany) added at day 2 GM-Me¢ + M-CSF or GM-CSF plus LA (GM+LA-Mo). The
expression of CD163 was assessed by flow cytometry at day 5 (left panel). Day-5 cells were stimulated for 24 h with
200 ng/mL LPS and VEGF-A. IL-1p and HB-EGF were quantified in cell culture supernatants (n=4). e. Monocytes
were cultured for 5 days with 50 ng/ml. GM-CSF (GM-Mo) or 50 n/mL GM-CSF plus 10 mM lactic acid in the
absence (GM+LA-Mo) or presence of 3 pM GW2580 (GM+LA-Mp + GW2580). At day 5, cells were stimulated for
24 h with 200 ng/mL LPS before quantification of OSM., HB-EGF. IL-12p70 and CXCL10 by ELISA. Results are
expressed in pg/mL or ng/mL (n=5). a-e. mean + SEM: * p<0.05; ** p<<0.01: *** p<0.001 (Wilcoxon test).
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Supplementary Figure S5. Schematic representation of the impact of LA on TAM
phenotype. GM-CSF produced by activated leucocytes in nascent tumors promotes the
generation of antitumor M1 cells that contribute to the elimination phase. Tumor growth
results in lactate accumulation with subsequent extracellular pH acidification and is associated
with M-CSF and GM-CSF overexpression in tumor microenvironment. Tumor-derived LA
then skews monocyte differentiation into macrophage with potent inflammatory and trophic
properties. This effect involves HIF stabilisation. lactate metabolism. MAPK/ERK pathway
activation and is dependent on M-CSF consumption and on an acidic extracellular pH.

29



Supplementary Table 1. Analysis of cell viability.

Compounds Function Cell viability (%o) Reference
LA (10 mM) - 95.0+ 1.0 -
HCI(12.35 mM) - 09.0+£34.2 -
Na-Lact (10 mM) - 98.1+1.6 -
LA (10 mM) o Colegio et al.
MCT inhibitor 88.6x11.3 N
+ CHC (125 uM) Hnbror Nature 2014
Polanski et al.
LA (10 mM, MCT inhibitor 91.3+5.9 Clin Cancer Res
+ A7ZD3965 (1.25 uM) ' ; o
2014
LA (10 mM) HIF1-a Lee et al.
. . e 91490
+ acriflavine (1 uM) inhibitor PNAS 2009
LA (10 mM) .C[.)1.15 90.2 £ 28.9 Conway et al.
+ GW2580 (3 uM) inhibitor PNAS 2005
LA (10 mM) Neutralizing 048+ 164 Foucher et al.
+ o-M-CSF mAD (3 ng/mL)  o-M-CSF Ab i ' PLoS One 2013
LA (10 M) - 99.2 £ 13.5 -
+ control mAb (3 pg/mL)
LA (10 ml Powers et al.
. ( _11 D LDH inhibitor 91.5+£5.8 Biochem Mol Biol
+ oxamic acid (30 mM)
Educ 2007
LA (10 mM) LDH inhibitor 96.7 £ 15.4 Bmfélﬁz e}t: TR@S
+ GSK2837808A (80 uM) ' | | Py
Commun 2017

Effects of lactic acid (LA). HCl or sodium lactate (Na-Lact) in the presence of o-cyano-4-
hydroxycinnamate (CHC). AZD3965, acriflavine, GW2580, neutralizing anti-M-CSF mAb (o-M-CSF
mAD). isotype control mAD (Control mAD). oxamic acid or GSK2837808A on the cell viability. Cell
viability was assessed at day 5 by flow cytometry using 123count eBeads (Thermo Fisher Scientific)

after staining with 7-AAD to discriminate dead cells from living cells. The results are represented as a

percentage of living cells (mean = SEM: n=3) relative to the control (untreated cells).

MCT. monocarboxylate transporter; HIF. hypoxia-induced factor; LDH. lactate dehydrogenase; MPC,

mitochondrial pyruvate carrier.
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Supplementary Table 2. Antibody listing.

Target Fluorochrome Clone Source

CD14 BVS510 MS5E2 BioLegend

CD115 PE 61708 R&D Systems

MQ2- Thermo Fisher
13A5 Scientific

CXCLS8 PE-Cy7 EBNI1 BioLegend

ERK1/2 Phospho
(Thr202/Tyr204)

PE 6B8B6Y BioLegend
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Supplementary Materials and Methods

Monocyte isolation and cell generation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from healthy human volunteers (Blood
collection center, Angers, France; agreement ANG-2017-01) by standard density-gradient
centrifugation on Lymphocyte Separation medium (Eurobio, Courtaboeuf, France). CD14*
monocytes were then isolated by positive magnetic cell-sorting (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany); purity was routinely >98%. Monocytes (1x10° cells/mL) were cultured for 5 days in
complete medium (CM) consisting in RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with
10% FCS (Eurobio), 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acids,
10 mM Hepes, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (all from Lonza) in the presence of
50 ng/mL M-CSF (ORF Genetics, Kopavogur, Iceland) to generate M-Me, or 50 ng/mL GM-CSF
(R&D Systems, Lille, France) to generate GM-Me. Prototypic M2 cells (M+IL-4-M¢) were
generated by culturing monocytes in CM medium containing 50 ng/mL M-CSF for 5 days, with the
addition of 50 ng/mL IL-4 (R&D Systems) at day 3. Monocyte-derived dendritic cells (Mo-DC) were
generated by culturing monocytes for 5 days with 50 ng/mL GM-CSF and 50 ng/mL IL-4 in CM

medium.

Lactic acidosis, acidosis and lactosis

Monocytes (1x108 cells/mL) were differentiated under lactic acidosis by culture for 5 days in CM
with 50 ng/mL GM-CSF and 10 mM LA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) with a resulting pH of 6.5.
In some experiments, 2-40 mM LA were used. In others, monocytes were cultured for 5 days in CM
with GM-CSF plus 10 mM LA in the presence of 3 uM GW2580, 125 puM a-cyano-4-
hydroxycinnamate (CHC), 1 uM acriflavine, 5 mM oxamic acid (all from Sigma-Aldrich), 15 uM
GSK2837808A (Tocris, Lille, France), 4 pg/mL neutralizing anti-M-CSF or isotype control mAbs
(both from R&D Systems), or 1.25 pM AZD3965 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). All
inhibitors were used at the highest non-toxic concentration (Supplementary Table 1). Monocytes
were differentiated under acidosis by culture for 5 days in CM containing GM-CSF plus 12.35 mM
HCI to reach a final pH of 6.5. Monocytes were differentiated under lactosis by culture for 5 days in
CM containing GM-CSF plus 10 mM sodium lactate (Sigma-Aldrich) (pH=7.3).

Cytokine quantification
Cells were counted by flow cytometry using 123count eBeads (Thermo Fisher Scientific) after
staining with 7-AAD or LIVE/DEAD Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Molecular Probes,

Carlsbad, CA) to discriminate dead cells from living cells at the end of the 5-7 days culture.
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Macrophages (0.5x10° living cells/mL) were stimulated with 200 ng/mL LPS (from E. coli serotype
0111:B4; Sigma-Aldrich) in fresh CM (to avoid interference in cytokine quantification due to acidic
pH). Cytokines were quantified in the 24 h cell culture supernatants by fluorescent-bead-based
multiplex immunoassay (R&D System), except IL-12p70 (Diaclone; Dijon, France), endothelin-1
and 1L-20 (both from R&D Systems) which were quantified using conventional ELISA; IL-20 was
quantified in 5-fold concentrated supernatants using Amicon Ultra centrifugal filters (Merck
Millipore, Burlington, MA). Soluble CD115 (sCD115) and M-CSF were quantified by ELISA (R&D
Systems) in the supernatants of monocytes cultured without or with 10 mM LA, LA did not interfere
with CD115 and M-CSF quantification (not shown).

Flow cytometry analysis

In order to discriminate dead cells from living cells, all samples were stained with LIVE/DEAD
Fixable Near-IR Dead Cell Stain Kit (Molecular Probes) before flow cytometry analysis using anti-
CD1a, anti-CD14, anti-CD163 or anti-CD115 mAbs. Intracellular cytokine and pERK1/2 expression
was evaluated on day-5 macrophages stimulated for 24 h with LPS (in the presence of monensin for
the last 6 h; BD Bioscience) or on dissociated ovarian cancer cells stimulated or not for 6 h with 50
ng/mL LPS (in the presence of monensin). Briefly, cells were fixed (4% PFA in PBS) and
permeabilized (0.1% saponin in PBS containing 0.1% BSA) before incubation with anti-TNFa and
anti-IL-6 mAbs. The expression of IL-1, CXCL8 and VEGF was also evaluated in activated ovarian
cancer TAM. After mechanical and enzymatic dissociation, cells were stimulated or not for 6 h with
50 ng/mL LPS in the presence of monensin. After membrane permeabilization, cells were incubated
with anti-IL-1p, anti-CXCLS8, anti-VEGF or anti-CD14 mAbs and related control mAbs (all from
BioLegend, San Diego, CA). Data were acquired using a FACSCanto Il flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA) and analyzed with the FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR). Results
are expressed as relative of fluorescence intensity (RFI) defined as the ratio of specific fluorescence
(MFI values with specific mAb) over non-specific fluorescence (MFI values with isotype control

mADbs) or as a percentage of labeled cells.

Analysis of mMRNA expression

After cell lysis using Trizol reagent (Life technologies), total RNA were extracted using the RNeasy
Micro kit (Qiagen, Hilden, Germany) and reverse transcribed using the Superscript Il reverse
transcriptase (Life technologies). The expression of the mRNA encoding the indicated proteins was
analyzed by gqPCR. Relative quantification was calculated using the 22T method using RPS18,
EF1A, TBP, RPL13A and PPIA as references, as previously described (32). The calculation method

is based on the conversion of the linear Cq values into a logarithmic scale using the efficiency of
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PCR as an exponential function. The geometric mean of selected housekeeping genes is used as a

normalization factor, allowing eliminating inter-sample variations.

Lactate and glucose quantification

The concentrations of glucose and lactate concentrations in cell culture supernatants were determined
using enzymatic assays (Abcam, Cambridge, UK) according to the manufacturer’s instructions.
Results are expressed in mmol/L or as a rate (mmol/L/24 h) of consumption or production
(concentration values divided by the number of days of culture), with positive and negative values

corresponding to consumption and production, respectively.

Analysis of lactic acid metabolization

In order to monitor extracellular lactate metabolization, monocytes were differentiated for 5 days
with 50 ng/mL GM-CSF plus 10 mM *3C-lactate sodium (Sigma-Aldrich), pH=6.5. *C-containing
metabolites present in day-5 cell culture supernatants and cell extracts were analyzed by NMR
spectroscopy and liquid chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-MS),
respectively.

Freeze-dried supernatants were lyophilized and dissolved in 500 puL maleate-EDTA buffer (12.5 mM
EDTA, 250 mM maleate, pH=7) and 50 pL heavy water (D.O; Sigma-Aldrich). After centrifugation
(7,500%g, 3 min, 15°C), samples were transferred into a 5-mm tube (Z107373; Bruker Biospin,
Alexandria, NSW, Australia) before analysis with a NMR spectrometer Advance 700 Mz (Bruker
Biospin). NMR analyzes were performed at 298 K (25°C) without tube spinning, using a proton-
decoupled carbon pulse program (zgig) with 90° pulses (10 us, 50 W). Acquisition parameters were:
decoupling sequence waltz16, 0.9 s acquisition time, 65 k size of FID, and a relaxation delay (D1) of
1.2 s. 12,500 scans were done, representing about 10 h analysis per sample. *C-quantitation was
performed by peak integration with TopSpin 3.5 pl 7 using maleate (125 pumol per sample) as an
internal standard.

Frozen cell pellets were resuspended in cold methanol (MeOH) and vortexed for 1 min. Samples
were extracted with MeOH:acetonitrile:H.O (2:2:1; v:v) and the mixture was then vortexed for 30
sec and centrifuged (8,000xg, 10 min, 4°C). The resulting supernatant was evaporated to dryness
using a miVac duo concentrator (Genevac Ltd, Ipswich, UK). The dry extract was reconstituted with
200 pL of a solution of 2% aqueous MeOH (initial conditions of the chromatographic elution
gradient) and subjected to a second centrifugation (8,000xg, 10 min, 4°C) prior to mass spectrometry
analysis. The analytical system was based on a reverse phase ultra-high-performance liquid
chromatography (UPLC) (Dionex™ UltiMate 3000; Thermo Scientific, Waltham, MA) coupled to a

high-resolution mass spectrometer (LC-MS) (Q Exactive™; Thermo Scientific). LC-MS analysis was
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performed according to a recently validated method (33). Results are expressed as a percentage of
redistribution of *3C into metabolites present in the day-5 cell culture supernatants (RMN) or isotopic

enrichment in each molecule taken individually in day-5 cell lysates (LC-MS).

Measurements of oxygen consumption rate

The XF96 extracellular flux analyzer (Seahorse analyzer; Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
was used to determine the bioenergetic profile of macrophages. Day-5 cells were seeded (50x103
cells/well) in XF96 plates and allowed to recover for 24 h. Cells were then incubated in bicarbonate-
free DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented with 11 mM glucose, 2 mM L-glutamine and 1 mM
sodium pyruvate in a CO»-free incubator for 1 h. The oxygen consumption rate (OCR) was recorded
to assess the mitochondrial respiratory activity and glycolytic activity. After measurements under
basal conditions, cells were treated sequentially with 2 pg/mL oligomycin and 3 pM carbonyl
cyanide p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP; Sigma-Aldrich). Non mitochondrial
respiration (OCR value after addition of 1 pug/mL antimycin A) was subtracted from all OCR
measurements. ATP-linked respiration was estimated from the difference between the basal and the
oligomycin-inhibited respiration, proton-leak respiration is obtained by subtracting non-
mitochondrial respiration from the oligomycin rate and the maximal respiratory capacity was the rate
in the presence of the uncoupler FCCP. Three independent replicates of each measurement were

generated, and results were normalized according to cell concentrations.

Co-culture assay

In order to evaluate the impact of tumor cell-derived LA on the phenotype of macrophages,
monocytes were co-cultured with the primary tumor cells CASC170, CKC0829 and CKT0151 cells
isolated from patients with primary ovarian cancer peritoneal carcinosis (Biological resource center,
University Hospital of Rennes, Rennes, France; agreement BB-0033-00056) and selected on their
capacity to produce LA (Supplementary Fig. S1a). Monocytes were co-cultured with the tumor cells
using 12-well Transwell units with 0.4 um diameter pore size polycarbonate filters (Corning, New
York, NY). Monocytes (1x10° cells/mL) were seeded in the lower compartment containing 50 ng/mL
GM-CSF, in the absence or presence of CHC, and 2.5x10* tumor cells were added in the upper part
of the Transwell. After 5 days, macrophages were analyzed by flow cytometry and by gPCR. In some
experiments, macrophages were washed and counted (0.5%10° living cells/mL in fresh CM) before

stimulation with 200 ng/mL LPS for cytokine quantification.

Statistical analysis
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Statistical analyses were performed using Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). The non-
parametric Wilcoxon matched-pairs test was used to compare means. For the comparison of antigen
expression time course, two-way analysis of variance (ANOVA) with a posthoc Bonferroni’s

multiple comparison test was used. Statistical significance was considered when p<0.05.
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Macrophages have a central role in numerous physiological processes, such as
immune defense, maintenance of tissue homeostasis, wound healing, and
inflammation. Moreover, in numerous severe disorders, such as cancer or
chronic inflammation, their functions can be profoundly affected. Macro-
phages continuously sense their environment and adapt their phenotypes and
functions to the local requirements; this process is called plasticity. In addition
to stress signals, metabolites, and direct cell-contact interactions with sur-
rounding cells, numerous cytokines play a central role in controlling macro-
phage polarization. In this review, we will focus on three human macrophage
differentiation factors: macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), 1L-34,
(Received 20 September 2017, revised 3 and gran.uloc.yte M-.CSF. These CSFs allow human monocyte survival, pro-
November 2017, accepted 20 November mote their differentiation into macrophages, and control macrophage polar-
2017) ization as they give rise to cells with different phenotype and functions. Based
on recent observations, the role of granulocyte CSF on macrophage polariza-
tion is also addressed. Finally, our current knowledge on the expression of
these growth factors in tumor microenvironment and their impact on the gen-
eration and polarization of tumor-associated macrophages are summarized.
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Functional plasticity, one of the most
remarkable properties of macrophages

Macrophages are innate immune cells of the myeloid
lineage that discriminates self from nonself (microbes)
and altered or modified self (damaged cells), thanks to
the expression of diverse innate receptors localized on
their surface, in their cytosol or within intracellular
compartments.

Abbreviations

Macrophages are professional phagocytes that exhibit
potent antimicrobial properties. Upon recognition by
cell surface receptors (complement receptors, immun-
oglobulin receptors, and endocytic pattern recognition
receptors), microbes are phagocytosed and, in most
cases, destroyed into lysosomes. Antimicrobial mole-
cules and enzymes, released upon activation by
microbes, are part of their antimicrobial arsenal. In

ADCC, antibody-dependent cell cytotoxicity; CCL, C-C motif chemokine ligand; CCR, C-C motif chemokine receptor; CD, cluster of
differentiation; CSF, colony-stimulating factor; CTLA4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; CXCL, C-X-C motif chemokine ligands; G-
CSF, granulocyte colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase;
IFN, interferon; IL, interleukin; mAb, monoclonal antibody; MAPK, mitogen-activated protein kinases; M-CSF, macrophage colony-stimulating
factor; MHC, major histocompatibility complex; PD1, programmed cell death 1; PDGF, platelet-derived growth factor; PI3K,
phosphatidylinositol-3-kinases; STAT, Signal transducer and activator of transcription; TAM, tumor-associated macrophage; TGFB, transforming
growth factor B; TLR, toll-like receptor; TNFa tumor necrosis factora; Treg, regulatory T cells; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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addition to eliminating invading microbes, macrophages
also actively participate to the elimination of dying cells,
a process called efferocytosis. Contrasting with micro-
bial moieties that activate macrophages, early apoptotic
cells induce an immunoregulatory program that ren-
ders macrophages resistant to a subsequent activation.
In contrast, late apoptotic cells release stimulatory
danger signals. The uptake of late apoptotic cells by
activated macrophages can induce an immune response
against neoexpressed motifs that may, ultimately, lead
to potentially harmful autoimmune responses [1,2].
Finally, macrophages express all the receptors for IgG
[Fcy receptors (FcyR)] and are capable of antibody-
dependent cell cytotoxicity (ADCC) [3].

Macrophages are also professional antigen-presenting
cells. They express MHC-I and MHC-II molecules and
control memory CD4" and CD8" T-cell responses.
Contrasting with dendritic cells, they do not efficiently
prime naive T cells as they (a) usually do not migrate in
secondary lymphoid organs and (b) express lower levels
of costimulatory molecules than mature dendritic cells.
Macrophages produce a wide range of inflammatory
[IL-1, tumor necrosis factor o (TNFa), IL-6], regulatory
[IL-10, transforming growth factor B (TGFp)], and T-
cell-polarizing (IL-12, IL-1) cytokines as well as several
chemokines and growth factors. They regulate the func-
tions of other lymphoid (B lymphocytes, natural killer
cells) and myeloid cells (such as neutrophils).

Tissues-resident macrophages (such as microglia in
the brain, Kupffer cells in the liver, and osteoclasts in
bones) are found in connective tissues and in every
organ in the body. They are highly specialized, exhibit-
ing physiological roles adapted to the biology of the
hosting tissue [4—6]. Accordingly, tissue-resident macro-
phages exhibit specific transcriptional and metabolic
programs which are specific to the tissue residence [7].
In addition to ontogeny cues, environmental signals
contribute to shape tissue-resident macrophages [7]. In
case of infection or tissue injury, when the challenge is
too great to be handled solely by resident macrophages,
monocytes, the circulating precursors of macrophages,
are recruited and differentiate into macrophages.
Cytokines, such as macrophage colony-stimulating fac-
tor (M-CSF) and CCL2, are the main chemoattractants
involved in monocyte recruitment into tissues.

Resident and newly recruited macrophages, and more
generally cells of the monocyte/macrophage lineage, act
as patrollers that constantly sense their environment and
adapt their metabolism, phenotypes, and functions to the
signals received from the stroma, and more precisely, to
the needs of the tissues. As a consequence, macrophages
can adopt a huge variety of phenotypes and functions that
reflect the diversity of signals that they integrate

Roles of CSFs on macrophage polarization

permanently [8,9]. Macrophages can thus sometimes exhi-
bit opposite properties (i.e., anti- versus pro-inflamma-
tory, stimulatory versus regulatory) [10].

The term ‘Plasticity’ defines this capacity to adapt, in
a dynamic manner, their phenotypes and functions to
the nature of their environment. Sensing the environ-
ment is mediated via innate pattern recognition mole-
cules and numerous cytokine receptors [7]. In addition,
macrophages can also detect subtle modifications of the
environment, such as variations in the concentrations of
metabolites and of chemophysical parameters (such as
extracellular pH and oxygen availability) [7].

As a consequence of their numerous physiological roles,
the alteration and dysregulation of their functions may con-
tribute to the pathogenesis of severe disorders, including
chronic inflammatory diseases, autoimmunity, fibrosis, and
cancers [11,12]. Currently, characterize the factors involved
in the generation of macrophage subsets is crucial for deci-
phering their roles in physiological and pathological condi-
tions and to propose innovative therapeutic strategies.

As mentioned above, a high diversity of macrophage
phenotypes exist, rendering difficult their classification
[8,9]. The initial classification into M1 and M2 cells,
with M1 (also referred to as classical macrophages)
and M2 (also called alternative macrophages)
representing the extremes of a spectrum of polarization
profiles, is still routinely used [10].

M1 cells are generated in vitro by culturing mono-
cytes with interferon-y (IFNy), alone or in combination
with microbial moieties (such as lipopolysaccharide).
They are characterized by high levels of 1L-12 and low
levels of IL-10 (IL-12M&" TL-10'%); they also produce
pro-inflammatory cytokines (such as TNFa and IL-1).
M1 macrophages have potent antimicrobial and tumori-
cidal properties and favor the generation of type 1 T
helper (Th1) lymphocytes. An excessive or unabated M1
polarization is commonly associated with chronic
inflammation [11,13,14]. At the opposite, M2 cells, ini-
tially described as macrophages exposed to IL-4 or
IL-13, exhibit an IL-10"&" [L-12"°% phenotype. IL-10,
glucocorticoids, immune complexes, and ligands of the
M-CSF receptor also induce different M2-type subsets
with phenotypes distinct to those of IL-4-induced
macrophages [11,13]. M2 cells are involved in physiolog-
ical (i.e., immune defense, tissue remodeling, immune
homeostasis) and pathological processes (i.e., tumor-
associated immunosuppression, chronic inflammation,
tissue destruction, and fibrosis) [10,11,14].

Macrophage polarization in cancer

In solid tumors, tumor-associated macrophages (TAMs)
are the most abundant immunosuppressive leukocytes in
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the tumor microenvironment and, in numerous solid
tumors, their density is correlated with a poor prognosis
[15,16]. In addition to immunoregulatory properties,
TAMs favor angiogenesis and promote tumor-cell pro-
gression and metastasis. In agreement with their immuno-
suppressive and protumor properties, in most advanced
tumors, TAMs exhibit a M2-like profile [11,17-19].

The acquisition of a M2-like phenotype by TAMs
and their density within tumors are driven by signals
originating not only from tumor cells but also from infil-
trating immune cells (such as innate lymphoid cells and
T and B lymphocytes) and stromal cells [15,16,20]. In
line with the 3E theory of tumor immunity (elimination,
equilibrium, and escape), it is also suspected that the
functional polarization of TAMs follows a dynamic
process that parallels the one of the tumor. In nascent
tumors, M1-like macrophages may participate to the
early elimination phase (orchestrated by T cells and
IFNs). Subsequently, the equilibrium and escape phases
are characterized by a subversion of macrophages, lead-
ing to a protumor M2-like polarization [15].

Consistent with the classical view of M1/M2 polariza-
tion, in established human breast or pancreatic cancers,
1L-4 and IL-13, that constitute a Th2 cell signature, favor
alternative M2 activation of TAMs [19]. However, in
most studies, signals originating from tumor cells (such
as chemokines and TGFp), infiltrating B cells (immune
complexes), and stromal cells (such as IL-1) induce the
differentiation of monocytes into macrophages which
phenotypes do not completely fit with those ascribed to
canonical M1 or M2 cells [15]. These studies indicate that
the diversity of signals furnished locally to differentiating
myeloid cells induces a diversity of TAM subtypes, differ-
ent to the conventional M1/M2 phenotypes. Complexity
increases with coexistence, in the same tumor, of distinct
populations of TAMs, with different phenotypes and
functions, as a result of tumor cell heterogeneity [15]. As
an example, a recent study has identified 17 distinct sub-
types of TAM by mass cytometry in clear cell renal carci-
noma [21]. Among the different factors that have been
identified involved in TAM heterogeneity, one can men-
tion the presence of different infiltrating immune cell sub-
sets, the nature of the metabolites (such as lactic acid),
and the levels of oxygen [22].

Human macrophage differentiation
factors

In human, three cytokines, granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), M-CSF, and IL-
34, promote monocyte survival and differentiation into
macrophages.  Although originally defined as
hematopoietic cell growth factors, the colony-
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stimulating factors, GM-CSF and M-CSF, also act on
monocytes (mature myeloid cells), giving rise to
macrophages with distinct phenotypes. 1L-34, a more
recently identified cytokine, also switches monocytes
into macrophages with a specific phenotype. We will
also summarize data on the role of granulocyte col-
ony-stimulating factor (G-CSF) in the control of mye-
loid cell differentiation into macrophages. This review
focuses on the role of these growth factors on myeloid
cell differentiation and on their expression and roles in
the tumor microenvironment. Their expression, biolog-
ical activities, and potential clinical applications in
inflammatory and autoimmune diseases have been
reviewed recently [23,24].

M-CSF (CSF-1)

The colony-stimulating factor 1 c¢sf~-1 gene, located in
chromosome 1 (1pl3.3) in human, encodes a 554
amino acid protein with a molecular mass of
60 179 Da. The active form is a disulfide-linked
homodimer, probably produced by proteolytic cleav-
age of a membrane-bound precursor. M-CSF (also
called MCSF or CSF-1) controls the production, dif-
ferentiation, and functions of macrophages. In contrast
to other CSFs, M-CSF is constitutively and ubiqui-
tously expressed by numerous tissues and cell types
and is present at high concentration in the blood
(~ 10 ng-mL~") [23,24].

The M-CSF receptor (known as c-fms, CSF-IR or
CDI115) is a tyrosine kinase encoded by the proto-
oncogene c-fims. Mainly expressed on the monocytic
lineage, CDI115 is also expressed on several other cell
types such as endothelial cells, trophoblasts, neural
progenitor cells, and epithelial cells [25]. The binding
of M-CSF to CDI115 induces the early activation of
PI3K and Grb2 (growth factor receptor-bound protein
2), followed by the activation of the PI3K/Akt and
MAPK pathways.

M-CSF promotes the survival, proliferation (in
mice), and differentiation of myeloid cells, including
monocytes, macrophages, and osteoclasts. CDI115 is
expressed on murine dendritic cells during their differ-
entiation and regulates their expansion [26]. Csf1°"/°"
mice, which lack biologically active CSF-1 due to a
spontaneous mutation, have a reduction in the num-
bers of M-CSF-dependent tissue macrophages, severe
growth retardation, osteopetrosis (very dense bones),
and deficiencies in numerous systems [25,27]. Notably,
M-CSF deficiency severely impacts lactation, ovula-
tion, and preimplantation; accordingly, esf1°”/°” mice
have impaired mammary development and reduced
reproductive capacities.
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Mice with a null mutation of the ¢sfIr gene (csflr~'
~ mice) also exhibit a severe depletion in macrophage
populations, confirming that CSF-IR/CDI115 is the
only receptor for M-CSF. These mice have an even
more severe phenotype than ¢sf7°”/°” mice and exhibit
poorer viability, supporting the existence of another
CD115 ligand which has been subsequently identified
as IL-34 [28,29]. Supporting an important role in tissue
development, c¢sfIr~/~ mice, as observed in csfI%/"
mice, have perturbations in tissues development (bone,
pancreas, mammary gland) [29]. Finally, depletion
studies demonstrate a central role of the M-CSF-
CD115 axis in the maintenance of macrophage home-
ostasis in tissues [30]. In addition to its roles in their
differentiation, M-CSF also controls functional prop-
erties of mature macrophages, such as phagocytosis
and chemotaxis.

M-CSF-macrophages exhibit immunoregulatory and
profibrotic properties and are closed to ovarian cancer
TAM

M-CSF promotes human monocyte survival and dif-
ferentiation into macrophages that exhibit immunoreg-
ulatory properties and express mediators involved in
tissue repair and cell proliferation/survival.

The transcriptome of human macrophages generated
in the presence of M-CSF (M-CSF-macrophages) has
been compared to the ones of GM-CSF-macrophages
[31] and of M-CSF-macrophages polarized into alter-
native (IL-4-induced) or conventional (IFNy plus LPS-
induced) macrophages [32]. These studies showed that
M-CSF-macrophages exhibit a unique M2-like pheno-
type, different to the one of M2a-c macrophages. A
recent study has also reported that differences between
human M-CSF- and GM-CSF-macrophage properties
can be extended to their metabolism [33]. Similar to
conventional M2 (elicited by IL-4 or IL-13) and M2-
like macrophages (i.e., M2b induced by IL-1B and
M2c induced by IL-10), M-CSF-macrophages produce
elevated levels of IL-10 and low levels of I1L-12. How-
ever, M-CSF-macrophages also express low levels of
the costimulatory molecules CD80 and CD86 (in con-
trast to M2a-c macrophages) and of TNFa (in con-
trast to M2b) [34]. Distinct from M2a-c macrophages,
they express high levels of the membrane macrophage
markers CD14 and CD163 [14,34]. This unique M2-
like phenotype has sometimes been referred to as
M2d.

In line with their regulatory cytokine signature,
M-CSF-macrophages express high levels of the
immunoregulatory molecules immunoglobulin-like
transcripts 2 (ILT2) and ILT3 and of indoleamine 2,
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3-dioxygenase (IDO), an enzyme that degrades trypto-
phan, an amino acid essential for T-cell functions. We
have shown that IDO was functional in human ovarian
cancer TAM and in M-CSF-macrophages and that
inhibiting IDO partly prevented the capacity of M-CSF-
macrophages to inhibit T-cell activation [34]. However,
contrasting with murine M2 cells, they do not express
inducible nitric oxide synthase nor the regulatory
enzyme arginase 1 (Argl).

Finally, M-CSF induces the differentiation of mono-
cytes into macrophages that exhibit most of the pheno-
typic and functional characteristics of TAMs isolated
from human ovarian cancer [34,35].

As other M2-like cells, M-CSF-macrophages are
usually not considered as pro-inflammatory cells.
Upon stimulation, in addition to producing high levels
of IL-10, they secrete limited levels of IL-6 and low or
undetectable levels of TNFa [34,35]. However, this
concept is more complicated than previously thought,
especially regarding the expression of IL-1. IL-1a and
IL-1B are two members of the IL-1 cytokine family
that are pro-inflammatory and signal via the same
receptors. Mature IL-1f is a soluble molecule while, in
contrast, IL-1a functions both as a soluble and as a
membrane-bound cytokine. In agreement with the fact
that M2-like cells are not pro-inflammatory, M-CSF-
macrophages do not produce detectable IL-1B. How-
ever, they constitutively express functional membrane
IL-1a [35]. Human M-CSF-macrophages have also
been reported to constitutively express a membrane-
bound form of IL-18, another proinflammatory cyto-
kine belonging to the IL-1 family [36]. IL-1 is a potent
human Thl7-inducing factor. In support, we have
shown that human M-CSF-macrophages switch non-
Th17-committed memory CD4" T cells into conven-
tional pro-inflammatory CCR4* CCR6" CD161" IL-
17-producing T-helper (Th17) cells through membrane
IL-1a [35]. Interestingly, ovarian ascites TAM also
constitutively express membrane IL-loo [35]. This
observation may contribute to explain how M-CSF-
macrophages and TAMs may participate in the smol-
dering cancer-associated inflammation which is
required in different tumor-associated processes [15],
such as recruitment of circulating immune cells and
neovascularization.

M-CSF also (a) upregulates the expression by differ-
entiating monocytes of CCL2 and CCL4, two
chemokines involved in the recruitment of monocytes
and (b) induces the expression of the chemokine recep-
tors, CCR1 and CCRS5, which are involved in the
recruitment of monocytes in inflammatory/injured sites
[37]. In addition, M-CSF-macrophages express numer-
ous growth factors (PDGF, TGFp, and galectin-3)
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that trigger type I collagen synthesis by stellate cells.
These observations supported a role of M-CSF-macro-
phages in tissue repair and in fibrosis [37]. These medi-
ators have also been involved in tumor progression
[38-40].

In conclusion, M-CSF-macrophages express high
levels of the macrophage markers CD14 and CDI163
(CD14Meh D163, produce high levels of the
immunoregulatory cytokine IL-10 and low levels of
the immunostimulatory cytokine IL-12 (IL-10"&" JL-
12'°%), express low levels of the costimulatory cytokine
CDS86 (CD86'Y), and express functional IDO. Inter-
estingly, they exhibit a phenotype and functional prop-
erties (especially immunoregulatory and protumoral)
similar to ovarian ascites TAM.

M-CSF in tissue homeostasis and repair

M-CSF is involved in tissue repair. It favors kidney and
liver repair after acute injury [41,42]. Moreover, the
administration of M-CSF limits acute graft-versus-host
disease [43]. In support, it is well known that macro-
phages have a central role in tissue repair and regenera-
tion [44]. As an example, their presence is required in all
stages of skin repair [45]. Supporting these in vivo obser-
vations, M-CSF is constitutively expressed in numerous
tissues and gives rise in vitro to immunoregulatory
macrophages which promote wound healing/tissue
repair. Human M-CSF-macrophages produce angio-
genic factors (such as vascular endothelial growth fac-
tor), numerous mediators required for wound healing
and tissue repairs, such as matrix metalloproteases and
TGFB, and promote collagen synthesis, a process
required in wound healing [34,37].

M-CSF in chronic inflammatory contexts

The expression of M-CSF can be drastically elevated
in numerous chronic inflammatory contexts [24]. M-
CSF production is increased in patients suffering from
rheumatoid arthritis and hepatic fibrosis. We have
shown that M-CSF and IL-34 are overexpressed in the
liver of chronically hepatitis C virus-infected patients
and patients with high fibrosis stages exhibit higher
serum levels of M-CSF than those with lower fibrosis
stages [37]. Interestingly, neutralizing CDI115 can
reduce the signs of inflammation, suggesting that tar-
geting the M-CSF/CDI115 axis could constitute a ther-
apeutic strategy in chronic inflammatory disorders.
Clinical trials based on targeting this axis are in pro-
gress, however, with limited results so far [24].

Thus, according to the context, M-CSF-macrophages
may limit or exacerbate inflammation. Although they
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contribute to maintain tissue homeostasis in normal sit-
uations, an unabated activation of M-CSF-macrophages
may have profound deleterious consequences. In sup-
port, it has been shown that a concomitant crosslinking
of FcyR together with a stimulation with a toll-like
receptor (TLR) agonist, confer pro-inflammatory prop-
erties to human M-CSF-macrophages [46].

M-CSF expression in cancers and evidences for a role
of CD11S signaling in tumorigenesis

Elevated production of M-CSF and expression of
CD115 have been associated with poor prognosis in
numerous cancers, such as hepatocellular carcinoma,
breast cancer, ovarian cancer, renal cell carcinoma,
and Hodgkin lymphoma [47-51]. High levels of
serum M-CSF are associated with a poor outcome
in ovarian cancers and are frequently elevated in
metastatic breast cancers [47]. In contrast, normal
ovarian and breast tissues do not express CDI15,
and express low levels of M-CSF [47]. In support,
esfI°P"°P mice exhibit significantly reduced metastasis
in mammary tumors and delayed tumor progression
in different tumor models [52-54]. Similarly, trans-
genic M-CSF overexpression accelerates disease pro-
gression and enhances macrophage infiltration into
primary tumors [52].

More precisely, some tumor epithelial cells, such as
most of the primary and metastatic tumor cells in
ovarian cancers and invasive breast tumor cells, consti-
tutively produce M-CSF [47]. CDI115 expression has
been detected on some epithelial cancer cells (such as
breast cancer cells), while being undetectable on nor-
mal epithelial cells. The M-CSF/CD115 autocrine sig-
naling confers a more invasive and metastatic
phenotype to some CD115-expressing epithelial cancer
cells, including ovarian cancer cells [47,55,56]. Conse-
quently, in the tumor microenvironment, M-CSF has
autocrine and paracrine roles thereby not only control-
ling the recruitment, accumulation, and polarization of
macrophages into protumor TAM but also conferring
a more invasive phenotype to CDII15-expressing
epithelial tumor cells.

CD11S5 appears as an ideal therapeutic target in cancer

Based on the above observations, the M-CSF/CDI115
axis has emerged as an attractive target in the treat-
ment of several cancers to prevent TAM recruitment
and polarization. The antitumor impact of neutralizing
the M-CSF/CD115 axis has been reported in numer-
ous preclinical models of tumor development, using
either chemical compounds that specifically inhibit the
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tyrosine kinase activity of CD115 or neutralizing anti-
CD115 or anti-M-CSF monoclonal antibodies (mAbs).
These molecules induce a strong reduction in the num-
ber of infiltrating macrophages in mice models of
tumor development [57]. As an example, blocking
CD115 with the neutralizing mAb RG1755 reduces the
density of TAM and increases the recruitment of
CD8" T cells [58]. In an immune-competent model of
ovarian cancer, the inhibition of CD115 with the speci-
fic kinase inhibitor GW2580 reduces tumor infiltration
by TAM and ascites volume and normalizes peritoneal
vasculature [59]. BLZ945, an orally active and specific
inhibitor of the kinase activity of CDI115, attenuates
the turnover of TAM, enhances infiltration by CD8™
T cells, and delays cervical and mammary tumor
growth [60]. In a preclinical model of glioblastoma,
this brain-penetrant inhibitor does not deplete TAM in
treated mice but re-educates them into MI1-type cells
via the induction of IFNy and GM-CSF secretion by
glioma cells [61].

The therapeutic benefit of targeting the M-CSF/
CDI115 axis has also been validated in combined
approaches. In preclinical models of tumor develop-
ment, blocking CD115 signaling enhances the efficacy
of the standard therapies (i.e., radiotherapy and
chemotherapy) and of immunotherapies. In two differ-
ent intracranial xenograft models of glioblastoma (us-
ing human cancer cells), PLX3397, a selective inhibitor
of the tyrosine kinase activity of CD115, potentiates
the therapeutic impact of ionizing radiations by pre-
venting the recruitment of myeloid cells induced by
radiation [62]. In a murine model of BRAF-driven
melanoma, the depletion of TAM induced by
PLX3397 increases the efficacy of adoptive cell transfer
and of the oncogenic BRAF inhibitor vemurafenib
[63,64]. In a mouse model of gemcitabine-resistant
pancreatic ductal adenocarcinoma, the inhibition of
monocyte/macrophage trafficking by GW2580 restores
the sensitivity of tumor cells to gemcitabine [65].
Inhibiting CDI115 signaling reverses macrophage-
mediated resistance to androgen blockade therapy in a
murine model of prostate cancer [66]. In mammary
tumor-bearing mice, CDI15 receptor antagonists
enhance the efficacy of paclitaxel [67]. Interestingly,
CD115 blockade also results in an upregulation of the
expression of the regulatory (checkpoint inhibitors)
molecules PD1 and CTLA-4 and combining PD1 and
CTLA-4 antagonists with CD115 inhibitors potentiates
tumor regression [68].

Currently, tyrosine kinase inhibitors and anti-M-
CSF or anti-CD115 mAbs are evaluated in numerous
clinical trials, either as monotherapy or in combination
with other therapies, in the treatment of multiple
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malignancies including breast carcinoma, leukemia,
and glioblastoma [69]. To date, early clinical data
report good tolerability of these compounds. Neverthe-
less, the efficacy in monotherapy appears limited,
except in diffuse-type giant cell tumor (pigmented
villonodular synovitis) [58,69,70].

Collectively, these studies demonstrate that repro-
gramming M-CSF-macrophages can potentiate the
efficacy of conventional therapies and may render
refractory cancers responsive to conventional and
innovative therapies.

IL-34: an expression and involvement in cancer
that remain to be explored

IL-34 has been identified as an alternative ligand for
CD115 [28]. In human, the i/34 gene, located in chro-
mosome 16 (16g22.1), encodes a 224 amino acid pro-
tein with a molecular mass of 27 482 Da. The active
form is a disulfide-linked homodimer. IL-34 and M-
CSF signal via the same receptor (CSF-1R, c-fms, or
CDI115) [28]. Although having very little homology
with M-CSF, IL-34 binds CD115 with a higher affinity
than M-CSF and induces a stronger phosphorylation
of CD115 and of downstream signaling molecules [71].

In addition, IL-34, but not M-CSF, binds to two
other receptors, PTP{ and syndecan-1 (CD138). PTP{
is a chondroitin sulfate proteoglycan which expression
is restricted to the brain (neural progenitors and glial
cells) and the kidney; its engagement by IL-34 induces
the phosphorylation of the downstream effectors focal
adhesion kinase and paxillin. CD138 has a broad dis-
tribution, is expressed in many cancers, and acts as a
coreceptor for different growth factors. The binding of
IL-34 to CD138 modulates the activation of CDI115
and appears involved on the regulation of myeloid cell
migration [72].

Physiological roles of IL-34: differentiation and survival
of microglia and Langerhans cells

As for M-CSF, IL-34 mediates in vitro monocyte sur-
vival and differentiation into macrophages and pro-
motes the proliferation of murine macrophages [28]. In
contrast to M-CSF, IL-34 has a restricted pattern of
expression [73], suggesting that their expressions are
regulated by different epigenetic programs. Moreover,
compared to M-CSF, IL-34 seems to be required for
the generation of a restricted set of tissue-specific
macrophages. In normal conditions, IL-34 is constitu-
tively and predominantly produced in the epidermis
and in the brain and is involved in the survival and
differentiation of microglia and Langerhans cells; two
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types of phagocytes present in the brain and in the
skin, respectively. IL-34-deficient mice have fewer
microglia and lack Langerhans cells [73,74]. The
expression of IL-34 by some Foxp3™ human regula-
tory T cells (Treg) has also been reported, suggesting a
role for IL-34 in immune tolerance [75,76].

IL-34 in inflammatory disorders

In contrast to M-CSF, IL-34 is undetectable in the
serum of healthy subjects [23]. An overexpression of
1L-34 has been reported in some severe diseases associ-
ated with chronic inflammation, such as viral infections
[37,77], inflammatory bowel diseases [78], rheumatoid
arthritis [76,79], systemic lupus erythematosus [80], and
Sjogren’s syndrome [81]. In contrast, one study has
reported a decrease in IL-34 expression in patients
chronically infected by hepatitis B virus [82].

IL-34 induces the differentiation of human monocytes
into macrophages that are similar to M-CSF-
macrophages

1L-34 and M-CSF, which share a common receptors,
induce the differentiation of human monocytes into
macrophages which exhibit very similar phenotypes
[35,37,83]. These macrophages have an immunoregula-
tory phenotype (IL-10"€" IL-12"°%) and express low
levels of MHC-IT and of the costimulatory molecules
CD80 and CDB86 [34,35,83,84]. As M-CSF-macrophages,
IL-34-macrophages exhibit low T-cell costimulatory
properties and dampen the activity of effector T cells
[83]. In addition, similar to M-CSF-macrophages,
IL-34-macrophages constitutively express membrane
IL-1a0 and switch human memory T cells into Th17
cells in a cell contact-dependent manner [35]. 1L-34-
macrophages also constitutively express mediators
involved in wound healing and tissue repair (such as
PDGF, TGFB, and galectin-3) [37].

IL-34 expression in tumors

Recent studies suggested the involvement of IL-34 in
tumorogenesis. An integrative genomic analysis has
evidenced the expression of IL-34 in various types of
cancers and, in some cases, an association between
IL-34 transcription and cancer prognosis [41]. The
downregulation of expression of miR-28-5p, a miRNA
targeting 1L-34 transcription, in patients with hepato-
cellular carcinoma was associated with high levels of
IL-34, high number of TAM, and a poor prognosis
[85]. Other authors have observed that high levels of
IL-34 were correlated with poor prognosis in primary
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human lung cancers [86]. They also reported that
chemoresistant A549 and H1299 cell lines, but not
their chemosensitive counterparts, produced IL-34.
Then, in a humanized murine model of tumor develop-
ment, they observed that targeting IL-34 in chemore-
sistant tumors inhibited tumor growth when associated
with chemotherapy [86]. Finally, the authors proposed
the involvement of an unexpected autocrine effect of
IL-34 in chemoresistant cells through an activation of
the Akt signaling pathway [86].

Collectively, as observed for M-CSF, 1L-34 induces
M2-like macrophages with protumoral and immunore
gulatory properties. 1L-34 may also be involved in the
induction/maintenance of immune tolerance. It may
also signal directly on some tumor cells. Nevertheless,
analysis of IL-34 expression and precise roles in can-
cers remain to be determined in more detail. In our
studies, we failed in detecting IL-34 expression in
numerous human tumors by immunohistochemistry
(S. Blanchard & P. Jeannin, unpublished data), whereas,
as expected, M-CSF expression was detected in numer-
ous cancer tissues.

GM-CSF: a M1-inducing factor associated to cell
activation

The colony-stimulating factor 2 (c¢sf2) gene, located in
human chromosome 5 (5q31.1), encodes a 144 amino
acid protein with a molecular mass of 16 295 Da. The
active form is a disulfide-linked homodimer. GM-CSF
(CSF-2) signals via a heterodimeric receptor composed
of a low-affinity binding o chain (CSF2Ra or CD116)
and a signal-transducing B chain (CSF2R or CD131),
the latter being common to the IL-3, IL-5, and GM-
CSF receptors. CD116 is expressed on numerous cell
types, including endothelial cells, monocyte/macro-
phages, granulocytes, and lymphocytes. Engagement
of CD116 activates STATS and the PI3K/Akt pathway
[24].

GM-CSF has a critical role in hematopoiesis as it
regulates the differentiation of hematopoietic stem cell/
progenitor cells into dendritic cells, granulocytes, and
macrophages. GM-CSF also regulates the expression
of anti-apoptotic genes in myeloid cells and promotes
macrophage survival [87].

In healthy subjects, GM-CSF is undetectable in the
circulation. GM-CSF is produced in response to acti-
vation by immune (B and T lymphocytes, macro-
phages) and nonimmune cells (endothelial cells,
fibroblasts) [23,24].

In mice, GM-CSF is produced mostly by lung
epithelial cells and by innate lymphoid cells present in
the intestine upon recognition of luminal
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microorganisms. GM-CSF thus plays a key role in the
maintenance of lung and intestinal tissue macrophages
[87]. Murine GM-CSF also promotes fetal monocyte
differentiation into mature alveolar macrophages that
are able to clear surfactant proteins [88]. The absence
of functional GM-CSF or CDI116 impairs lung and
intestinal macrophage homeostasis and increases sus-
ceptibility to infection [89].

Role and expression of GM-CSF in chronic
inflammation

GM-CSF is usually considered as a pro-inflammatory
cytokine [90]. The mRNA- encoding GM-CSF is over-
expressed in different inflammatory disorders. How-
ever, only few studies reported an increase in its
serum concentration, suggesting a local action, at sites
of inflammation [91]. Accordingly, GM-CSF is detect-
able in peripheral fluids, such as synovial fluids of
patients with arthritis and cerebrospinal fluids of
patients with multiple sclerosis [91]. In rheumatoid
arthritis, synovial CD4" T-cell-derived GM-CSF trig-
gers the differentiation of inflammatory dendritic cells
[92].

The administration of GM-CSF exacerbates colla-
gen-induced arthritis. In contrast, GM-CSF-deficient
(esf27/7) mice are protected [93-95] and the neutraliza-
tion of GM-CSF suppresses inflammation and protects
cartilage in an acute animal model of arthritis (strepto-
coccal cell wall-induced arthritis) [96]. Moreover,
esf27/~ mice are protected against experimental
autoimmune encephalomyelitis, a murine model of
multiple sclerosis [23,24]. The pro-inflammatory prop-
erties of GM-CSF seem related to its ability to pro-
mote the differentiation of hematopoietic cells into
granulocytes and macrophages, to sustain the recruit-
ment of immature monocytes into injured tissues, and
to switch human monocytes into pro-inflammatory
macrophages.

Studies have underlined the pivotal role played by
GM-CSF-derived T cells in chronic inflammatory and/
or autoimmune disorders. Indeed, GM-CSF produced
by activated T cells connects pathogenic T cells and
the myeloid compartment. In mouse models of
autoimmunity, the pathogenicity of 1L-23-driven Thl17
cells has been associated with their ability to produce
GM-CSF [97]. In human, IL-12, rather than IL-23,
promotes GM-CSF production by CD4™ T cells [98].
Based on these observations, clinical trials have been
carried out in inflammatory diseases, such as rheuma-
toid arthritis, asthma, or multiple sclerosis, to neutral-
ize the GM-CSF/CDI116 axis, especially using
neutralizing mAbs [24,99].

Roles of CSFs on macrophage polarization

Human GM-CSF-macrophages exhibit
pro-inflammatory properties

GM-CSF switches human monocytes into pro-inflam-
matory macrophages, usually referred to as M1 cells
(even in the absence of IFNy). These macrophages
exhibit T-cell costimulatory, antitumor, and microbici-
dal properties. In response to stimulation, human
GM-CSF-macrophages produce high levels of the pro-
Thl cytokine IL-12 and of the pro-Thl7 cytokine IL-
23. They also produce numerous pro-inflammatory
cytokines (such as IL-1B, TNFa, and IL-6) and
chemokines involved in the recruitment of neutrophils
(such as CCL23, CXCLS5, and CXCL8) and of mono-
cytes. In contrast, they produce low/undetectable levels
of IL-10 [31,34,100,101].

In addition, GM-CSF is critical for the in vitro gener-
ation of human and murine dendritic cells. 1L-4 or
IL-13 acts together with GM-CSF to switch human
monocytes into monocyte-derived immature dendritic
cells [102,103]. In mice, GM-CSF allows the survival
and homeostasis of nonlymphoid tissue-resident den-
dritic cells whereas it is dispensable for the differentia-
tion of inflammatory dendritic cells [104]. Moreover, the
expression of CD116 on lung dendritic cells is required
to induce CD8" T-cell immunity in vivo [104]. These
results have highlighted GM-CSF as a critical factor in
designing cytotoxic T-cell (CTL)-based vaccines [105].

GM-CSF as an adjuvant in CTL-based vaccines

In addition to its role in hematopoiesis and inflamma-
tion, GM-CSF is also an immune stimulant that
boosts immune cell functions in case of infections or
cancers. In mice, GM-CSF enhances antitumor
immune responses, at least partly through the recruit-
ment and activation of murine dendritic cells [105].
Consequently, GM-CSF has been used as an adjuvant
in antitumor vaccines in phase I clinical trials. Engi-
neered GM-CSF-producing autologous cancer cells
stimulated antitumor immunity in patients and this
effect appeared mediated through the generation of a
microenvironment that favors tumor antigen presenta-
tion [106-109].

Contrastingly, in clinical trials, the injection of high
doses of GM-CSF induced immunosuppression, as evi-
denced by a decrease in CD8" T-cell responses and
increase in Treg cells [105]. Moreover, several in vivo
studies have reported that GM-CSF can suppress
autoimmune diseases, such as Crohn’s disease, type I
diabetes, and myasthenia gravis [90,110].

The dual pro-inflammatory versus immunoregula-
tory activities of GM-CSF may result from its
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capacity, in the absence of additional stimuli, to main-
tain granulocytes and macrophages in a steady state
and to favor the generation of immature tolerogenic
dendritic cells. In support, human GM-CSF-macro-
phages and IL-4 plus GM-CSF-generated dendritic
cells have to be efficiently stimulated (i.e., with TLR
ligands or CD40 ligation) to produce pro-inflamma-
tory cytokines and to undergo a maturation process,
respectively. Stimuli present locally in lesions associ-
ated to some inflammatory disorders (such as immune
complexes and type I IFNs) may efficiently activate
GM-CSF-generated myeloid cells, thereby revealing
the pro-inflammatory potential of GM-CSF.

Evidences for direct and indirect roles of GM-CSF in
cancers

The expression of GM-CSF is upregulated in numer-
ous human cancers (such as brain, colorectal, lung,
head and neck, and bladder cancers) and, in most of
these cancers, high levels of circulating or tumor levels
of GM-CSF are correlated with poor prognosis [107].
Nevertheless, as for its immune properties (stimulatory
versus regulatory), GM-CSF also exhibits dual roles
on tumor progression, depending on the type of
tumors.

In models of pancreatic cancers, different authors
have reported that GM-CSF produced by tumors
‘mask’ them from the immune system by favoring the
recruitment of immunosuppressive myeloid cells,
thereby suppressing antigen-specific T cells and favoring
neoplasia [111,112]. Neutralization of GM-CSF inhibits
myeloid cell recruitment and prevents tumor develop-
ment in a CD8" T cell-dependent manner [111,112].
GM-CSF has also been shown to favor tumor progres-
sion and metastasis via immune-independent effects
[107]. GM-CSF has been described as an autocrine or
paracrine tumor-promoting factor in various cancers
(bladder cancer, colorectal and lung cancers, glioblas-
toma). The mechanisms involved in these direct effects
remain poorly defined. By promoting vascular endothe-
lial cell proliferation and migration, GM-CSF may par-
ticipate to angiogenesis [107]. Contrastingly, suggesting
a potential autocrine antitumor activity of GM-CSF, it
has been observed that colorectal cancer cells overex-
pressing GM-CSF and its receptors do not develop in
immunocompetent mice [113].

G-CSF

In human, the colony-stimulating factor 3 (csf3) gene,
located in chromosome 17 (17q21.1), encodes a 207
amino acid protein with a molecular mass of
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22 293 Da. The active form is a monomer. G-CSF
(CSF-3) signals via a homodimeric receptor (CSF-3R,
G-CSFR or CDI114) that signals via STAT3 and
STATS and the Akt/MAPK pathways [23,24]. CD114
is mainly expressed on early myeloid progenitors and
mature neutrophils. Nevertheless, it can also be
expressed, although in a lower extent, on human
monocytes [114], human B and T lymphocytes, and
endothelial cells.

G-CSF, as GM-CSF, is synthesized by unstimulated
normal brain neurons [115], but its production is
induced in numerous cell types upon activation (i.e.,
bone marrow stroma cells, endothelial cells, macro-
phages, and fibroblasts). G-CSF is poorly detectable in
the circulation, except in cases of infection or inflam-
mation [23,24]. High levels of G-CSF are constitutively
present in the colon [116].

G-CSF regulates granulopoiesis and mobilizes
hematopoietic stem cells

G-CSF induces neutrophil mobilization from bone
marrow to the periphery, controls neutrophil num-
bers (both at steady state and upon infections) and
survival as well as neutrophil effector functions, such
as phagocytosis, bactericidal activity, and ADCC
[116]. Injection of G-CSF induces neutrophilia in
healthy subjects and G-CSF is used therapeutically
in patients to correct chemotherapy-induced neu-
tropenia. G-CSF is also administered to mobilize
and collect peripheral blood hematopoietic stem cells
from healthy donors for allogenic stem cell trans-
plantation [23,24,116].

G-CSF induces tolerogenic human myeloid cells

Immunomodulatory and anti-inflammatory properties
of G-CSF have been reported in vitro and in vivo
[116]. In vitro, G-CSF decreases LPS-induced secretion
of pro-inflammatory cytokines by human monocytes
[114]. In combination with IL-4, G-CSF induces the
differentiation of human monocytes into dendritic cells
that induce naive T-cell anergy [117]. Serums from
G-CSF-mobilized healthy donors contain high levels
of IL-10 and switch monocytes into tolerogenic den-
dritic cells that generate inducible Treg (or Trl) lym-
phocytes [118].

The administration of G-CSF has beneficial effects
in the treatment of different inflammatory disorders.
In vivo, G-CSF promotes the generation of tolerogenic
dendritic cells [119] and of Treg cells [120]. An amelio-
ration of symptoms has been reported in some patients
with Crohn’s disease receiving G-CSF [121]. In healthy
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donors, G-CSF mobilizes a population of immunoreg-
ulatory CD34™ monocytes that inhibit alloreactive
responses and induce Trl cells [122]. The fraction of
CD34" monocytes in blood inversely correlates with
the incidence of acute graft-versus-host disease in
humans [122]. In mice, G-CSF also mobilizes murine
multipotent CD34 " progenitors which favor Treg cell
expansion, thereby preventing spontaneous type I dia-
betes [123,124] and ameliorating lupus nephritis [125].

G-CSF expression in cancers

The expression and roles of G-CSF in solid tumors
remain poorly documented. An expression of G-CSF
has been reported in head and neck, pancreatic, and
ovarian tumors [126-128]. As GM-CSF, G-CSF is syn-
thesized by glioblastoma and contributes to tumor
growth and to the establishment of a potent immuno-
suppression [115].

One study has reported that G-CSF and CD114 are
highly expressed in human gastric and colon cancers
and that G-CSF promotes carcinoma cell proliferation
and migration [129]. The expression of CDI114 on a
subpopulation of melanoma tumor cells is associated
with altered growth and resistance to treatment [130].
CD114-positive neuroblastoma cells are highly tumori-
genic and chemoresistant [131]. Recently, CD114 has
been reported as a potential marker for cancer stem
cells in neural crest-derived tumors, suggesting that its
expression may contribute to disease relapse and poor
outcome [132].

In addition to a direct effect on CD114-expressing
tumor cells, G-CSF may gave rise to immunoregula-
tory macrophages in cancers. Several human breast
cancer cell lines produce G-CSF and give rise to
immunoregulatory M2-like macrophages [133]. In
human triple-negative breast cancers, an elevated
expression of G-CSF is associated with the presence of
CD163" macrophages and with poor survival [133].
Then, revealing the potential for G-CSF neutralization
as a therapeutic approach in human cancers associated
with an elevated expression of G-CSF, authors have
shown that a treatment with anti-G-CSF Abs induces
protective tumor immunity in mouse colon cancer by
promoting NK-cell activation as well as inducing
T-cell responses. Interestingly, the numbers of macro-
phages producing IL-10 were decreased while the ones
of IL-12-producing macrophages were increased, sug-
gesting a shift from a pro-tumorigenic (M2-like) to an
antitumorigenic (M1-like) phenotype [134]. Based on
these results, the impact of G-CSF on the expression
of M1/M2 markers and on TAM recruitment and
function has to be evaluated in different solid tumors.

Roles of CSFs on macrophage polarization

G-CSF and inflammation

As neutrophils have a central role in acute and chronic
inflammation, G-CSF, a potent neutrophil-mobilizing
cytokine, is sometimes considered as a pro-inflamma-
tory cytokine. In support, in some inflammatory dis-
eases, such as arthritis, the endogenous expression or
administration of G-CSF can have detrimental conse-
quences [24]. In mice models of arthritis, administra-
tion versus neutralization of G-CSF have been
associated with exacerbation versus amelioration,
respectively [135,136], evidencing a dual role for
G-CSF in inflammatory/stressed conditions, according
to the models.

Limits of our knowledge on the role of
CSFs/IL-34 in the biology of human
macrophages

The roles of GM-CSF, M-CSF/IL-34, and, in a lower
extend, G-CSF, on human macrophage polarization
have been extensively studied in vitro. By allowing
macrophages accumulation and survival, these factors
contribute to maintain tissue homeostasis and host
defense in physiological conditions. In pathological sit-
uations, such as chronic inflammation, fibrosis, or can-
cer, an unabated or inappropriate polarization of
macrophages contributes to exacerbate tissue lesions
and to favor chronicity. Macrophage-polarizing factors
have thus emerged as therapeutic targets, especially in
cancers associated with an accumulation of protumoral
and immunosuppressive TAM. Nevertheless, taken
into account data from the literature, we propose that
at least four points have to be taken in mind when
analyzing the biological roles of CSFs/IL-34 in TAM
accumulation and function.

First, the presence of one of these factors is not syn-
onymous of consumption by myeloid cells. As an
example, the consumption of M-CSF and IL-34 by
myeloid cells and TAM is tightly regulated [34]. Sec-
ond, these factors may have synergistic or antagonistic
effect on macrophage polarization. Thus, to have a
complete picture of myeloid cell differentiation factors
expressed in a given tumor microenvironment appears
essential to predict their impact on TAM phenotypes.
Third, some antitumor therapies profoundly affect the
expression of these factors in the tumor microenviron-
ment, suggesting that the efficacy of strategies target-
ing these CSFs may depend on the associated
treatments. Finally, these CSFs have different effects
on human and murine myeloid cells, rendering difficult
to extrapolate to human results obtained in murine
models.
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M-CSF consumption by human myeloid cells is
tightly regulated: example of IL-6

Numerous in vitro studies have shown that M-CSF
expression is not systematically associated by its con-
sumption by myeloid cells. The differentiation of
human monocytes into dendritic cells induced by GM-
CSF plus IL-4 is associated with a constitutive pro-
duction of M-CSF that time-dependently accumulates
in cell culture supernatants during the differentiation
process [34,137,138]. Moreover, M-CSF consumption
by differentiating myeloid cells is tightly regulated. As
an example, IL-6 upregulates CDI115 turnover and
dramatically increases autocrine M-CSF consumption
by differentiating cells [34,137,138], thereby switching
monocyte differentiation from M1 to M2-like cells [34]
and from dendritic cells to macrophages [137,138].
Leukemia inhibitory factor (LIF) also boosts M-CSF
consumption by differentiating human monocytes [34].
Interestingly, both IL-6 and LIF signal via STAT3
and favor the generation of immunoregulatory mye-
loid cells [139,140]. STATS3 is one of the major regula-
tors of macrophage polarization into M2 cells [141].
Interestingly, the constitutive activation of STAT3 in
TAM [142] has been associated to the production of
soluble molecules promoting tumor growth [143]. In
contrast to M-CSF, IL-34 is not expressed by human
myeloid cells and, consequently, has no autocrine role
in their in vitro differentiation. In addition to mole-
cules that modulate CDI115 turnover, it has been
shown that the expression of CDI115 is also tightly
regulated at the transcriptional level [144]. Moreover,
the TNFa-converting enzyme (TACE or ADAMI17)
may also participate to the regulation of myeloid cell
sensitivity to M-CSF via its capacity to cleave mem-
brane CD115 [145].

Complex interplays between M-CSF, GM-CSF,
and G-CSF

In vitro, M-CSF and GM-CSF reciprocally counteract
their own effects on macrophage polarization. The
addition of GM-CSF, together with M-CSF or IL-34
on monocytes, prevents their differentiation into M2-
like cells [83]. A transcription profile analysis of human
macrophages generated by exposing monocytes to vary-
ing doses of GM-CSF and M-CSF revealed that the
expression of the M-CSF-induced genes was dose-
dependently counteracted by the addition of GM-CSF
and vice versa [146]. Supporting these observations,
GM-CSF suppresses the expression of CD115 mRNA
[147,148]. We have observed that the interplay between
M-CSF and GM-CSF is more complex. The addition
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of M-CSF and GM-CSF on monocytes upregulates the
expression of some M2 markers (such as CDI4,
CD163) on the generated macrophages [146]. However,
when monocytes are first primed with GM-CSF, prior
addition of M-CSF and IL-6, M-CSF synergizes with
GM-CSF in inducing a proinflammatory profile
(P. Jeannin, L. Paolini & C. Adam, unpublished results).

Moreover, in addition to modulating their biologi-
cal effects on myeloid cells, these factors may also
modulate their production. One study has reported,
in a murine model of breast cancer, that the neutral-
ization of the M-CSF/CDI115 axis promotes metasta-
sis development through an increase in G-CSF
production and neutrophil recruitment [149]. In sup-
port, tumor development in ¢sf7°/°” mice results in a
decrease in TAM infiltration, whereas neutrophil
recruitment increases [53]. These observations evi-
dence complex interactions, both in vitro and in vivo,
between the CSFs involved in monocyte/macrophage
survival and polarization.

Cancer therapies may upregulate M-CSF or IL-34

The dual effects of TAM accumulation on the efficacy
of anticancer therapies have been recently reviewed in
details [15,17,150]. Briefly, the presence of TAM has
been reported as beneficial for the efficacy of some
drugs that induce immunogenic cell death (such as
doxorubicine), kill macrophages (such as trabectedin),
or confer antitumoral properties to TAM (gemc-
itabine) [15,17,150]. Moreover, macrophages, and espe-
cially M2 cells, can participate to the killing of mAb-
opsonized tumor cells by ADCC and/or phagocytosis.
Consequently, and although they maintain an
immunosuppressive microenvironment, infiltrating M2-
polarized macrophages may participate to the thera-
peutic efficacy of antitumor mAbs [151-153].

On the contrary, chemotherapy and radiotherapy
induce tissue damages that usually trigger the recruit-
ment of immunosuppressive myeloid cells, which
orchestrate a misdirected tissue-repair response, reduce
the adaptive antitumor immune responses, and protect
cancer stem cells from cytotoxicity [15]. Different stud-
ies have reported that anticancer therapies are associ-
ated with an upregulation of the expression of factors
involved in monocyte recruitment and functional
polarization into M2-like cells, such as M-CSF or IL-
34. Exposure of murine mammary epithelial carcinoma
cells to paclitaxel, cisplatin, or ionizing radiation
upregulates IL-34 and M-CSF mRNA expression [67].
Paclitaxel and cisplatin also induce M-CSF mRNA
expression by human breast cancer cell lines [67]. In a
transgenic mouse model of mammary carcinogenesis,
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blocking the recruitment of macrophages with CDI115
antagonists enhanced the clinical efficacy of paclitaxel,
as assessed by a CD8' T-cell recruitment into the
tumors and an improved survival [67]. Another study
has reported that the doxorubicin-resistant A549 and
cisplatin-resistant H1299 cell lines, but not their
chemosensitive counterparts, secrete 1L-34 and favor
monocyte differentiation into M2-like cells [86]. In a
murine model of prostate cancer, androgen blockade
induces protumorogenic TAM infiltration through the
induction of M-CSF expression by prostate cancer
cells. Interestingly, CD115 inhibition improves the effi-
cacy of androgen blockade by decreasing TAM
recruitment [66]. In a mouse xenograft model of
human gliobastoma, radiotherapy increases M-CSF
and IL-34 mRNA expression by tumor cells and
enhances myeloid cell recruitment; the combination of
CD115 inhibition with radiotherapy blocks protumor-
ogenic TAM differentiation and improves the efficacy
of radiotherapy [62].

Different impacts of M-CSF and GM-CSF on
human versus mouse macrophages

Notable differences exist between human and mice
macrophages in terms of differentiation processes and
acquisition of phenotypes and functions.

In mice, GM-CSF switches myeloid precursors into
dendritic cells, whereas M-CSF gives rise to macro-
phages. Consequently, the in vitro combination of
GM-CSF treatment plus inhibition of M-CSF redirects
murine TAM into dendritic-like cells [154]. miRNA
which downregulates CD115 expression favors murine
monocyte-derived dendritic cell maturation [155]. Mur-
ine GM-CSF induces the generation of dendritic cells
that spontaneously undergo a maturation process.
Consequently, GM-CSF has been used as an adjuvant
in animal models of therapeutic antitumor vaccines.

In human, both GM-CSF and M-CSF drive mono-
cyte differentiation into macrophages, usually classified
as M1 and M2 cells, respectively. IL-4/IL-13 plus
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GM-CSF are required to induce in vitro the differenti-
ation of human monocytes into tolerogenic immature
human CDla™ dendritic cells [102,103,156]. Addi-
tional factors, such as microbial moieties (i.e.,
lipopolysaccharide) or CD40 ligation, are required to
induce human dendritic cell maturation [102,103].
Finally, addition of IL-4/IL-13 at day 1 or later to
monocytes exposed to GM-CSF gives rise to M2-like
macrophages (M2a) instead of dendritic cells. These
results underline the importance of the presence of dif-
ferentiation signals early during the differentiation pro-
cess [10,157]. Finally, as dendritic cells, human M-
CSF- and GM-CSF-macrophages have to be stimu-
lated to reveal their phenotypes.

The phenotypes of murine and human macrophages
also greatly differ. Prototypic mouse I1L-4-induced M2
markers (i.e., Yml and Fizzl) have no human homo-
logs; transglutaminase 2 (TGM2) appears as a unique
conserved functional M2 marker in both human and
mouse macrophages [32]. Moreover, numerous genes
are differentially regulated in mouse and human
macrophages. IL-4 and IL-13 upregulate the expres-
sion of TGFf and Argl in murine but not in human
macrophages [37]. We have previously observed that
IL-4/1L-13 upregulates CCL17 and CCL22 by murine
macrophages and human GM-CSF-macrophages but
not by human M-CSF-macrophages [34,37]. In
addition, we observed that the impact of IL-4/IL-13-
polarization on M-CSF- or GM-CSF-macrophages
greatly differs; only M2 cells generated with IL-4/IL-
13 plus M-CSF exhibit profibrotic properties [37].
Finally, mouse macrophages (including TAM) can
proliferate [158,159]. Contrastingly, human monocytes
and monocyte-derived macrophages appear as nondi-
viding cells. Only one study has reported, in high
grade and hormone receptor-negative tumors, the pres-
ence of PCNA™ cells that have been identified as pro-
liferating TAM [159]. Nevertheless, it is admitted that,
in human, the accumulation of TAM mainly results
from peripheral blood monocyte recruitment rather
than proliferation of resident myeloid cells [15].

Concluding remarks

The roles of GM-CSF, M-CSF/IL-34, and, in a lower
extent, G-CSF, on human macrophage survival and
function have been extensively studied in vitro.
Schematically, these studies revealed that the CDI15
ligands, IL-34 and M-CSF, favor the generation of
M2-like cells involved in tissue repair and in mainte-
nance of immune tolerance while GM-CSF favors the
generation of antimicrobial and inflammatory M1 cells
(Fig. 1). However, based on numerous observations, it
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appears that the ways these factors control macro-
phage functions greatly vary with the context (physio-
logical or pathological situations), especially regarding
the nature of the environmental signals present during
the differentiation process. Moreover, their effects on
human and murine myeloid cells greatly differ.

Although these differentiation factors contribute to
maintain tissue homeostasis and host defense in physi-
ological conditions, they can also be associated to
numerous pathological situations, such as chronic
inflammation, fibrosis, and cancer. Moreover, an una-
bated/inappropriate macrophage polarization may
contribute to tissue lesions. Macrophage-polarizing
factors have thus emerged as therapeutic targets, espe-
cially in cancers due to the protumoral and immuno-
suppressive properties of TAM. Deeply analyzing their
expression in different situations remains crucial to
propose innovative therapeutic strategies to prevent
the generation and/or re-educate macrophages.
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En cas d'inflammation ou de lésion, les macrophages doivent s‘adapter et fonctionner dans un
environnement hostile, par exemple acide. En effet, une production excessive et une accumulation
locale d'acide lactique caractérise le processus inflammatoire et les lésions tissulaires. Actuellement,
I'adaptation métabolique des monocytes et des macrophages humains a I'acidose et la nature des
facteurs leur permettant d'acquérir un profil réparateur sont méconnus. Nous montrons dans cette
étude que les monocytes différenciés in vitro en macrophages en présence du corps cétonique
acétoacétate présentent une augmentation de la phosphorylation oxydative associée a I'acquisition d'un
profil réparateur prononcé. De plus, des corps cétoniques et I'acétoacétate accélérent la vitesse de
cicatrisation dans modéle in vivo de cicatrisation.

D’un point de vue mécanistique, les monocytes différenciés en acidose lactique accumulent des
mitochondries dépolarisées et présentent des signes de mitophagie ainsi qu’une importante réduction
de l'absorption des nutriments rendant leur survie dépendante de l'autophagie. De maniére
intéressante, |'acétoacétate prévient les conséquences du stress acide (maintien de l'intégrité et de la
fonction mitochondriale), permettant aux cellules de survivre sans avoir recours a l'autophagie.
L'acétoacétate apparait donc comme un métabolite unique pour améliorer la tolérance des cellules et
des tissus aux dommages induits par Il'acidose et un facteur local favorisant la génération de
macrophages présentant un profil réparateur.

mots-clés : macrophages, acidose lactique, acétoacétate, réparation tissulaire, cicatrisation, mitochondries,
starvation
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In case of inflammation or injury, macrophages must adapt and function in a hostile environment, such
as an acidic environment. Indeed, excessive production and local accumulation of lactic acid, is a
characteristic of inflammatory process and tissue damage. Currently, the metabolic adaptation of
human monocytes and macrophages to acidosis and the nature of the factors that enable them to
acquire a repair profile are poorly understood. In this study, we show that monocytes differentiated in
vitro into macrophages in the presence of the acetoacetate, a ketone body produced by the liver, show
an increase in oxidative phosphorylation associated with the acquisition of a pronounced repair profile.
In addition, ketone bodies and acetoacetate accelerate the rate of healing in an in vivo healing model.
From a mechanistic point of view, monocytes differentiated into lactic acidosis accumulate depolarized
mitochondria and show signs of mitophagy as well as a significant reduction in nutrient absorption
making their survival dependent on autophagy. Interestingly, acetoacetate prevents the consequences
of acid stress (maintaining integrity and mitochondrial function), allowing cells to survive without
resorting to autophagy. Acetoacetate therefore appears as a unique metabolite to improve the tolerance
of cells and tissues to damage induced by acidosis and a local factor promoting the generation of
macrophages with a repair profile.

keywords : macrophages, lactic acidosis, acetoacetate, tissue repair, wound healing, mitochondria, starvation
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Résumé : En cas d’inflammation ou de Iésion, les
macrophages doivent s’adapter et fonctionner dans
un environnement hostile, par exemple acide. En
effet, une production excessive et une accumulation
locale d'acide lactique caractérise le processus
inflammatoire et les lésions tissulaires. Actuellement,
'adaptation métaboliqgue des monocytes et des
macrophages humains a l'acidose et la nature des
facteurs leur permettant d’acquérir un profil réparateur
sont méconnus. Nous montrons dans cette étude que
les monocytes différenciés in vitro en macrophages
en présence du corps cétonique acétoacétate
présentent une augmentation de la phosphorylation
oxydative associée a [Il'acquisition dun profil
réparateur prononcé. De plus, des corps cétoniques
et I'acétoacétate accélérent la vitesse de cicatrisation
dans modéle in vivo de cicatrisation.

D’un point de vue mécanistique, les monocytes
différenciés en acidose lactique accumulent des
mitochondries dépolarisées et présentent des signes
de mitophagie ainsi qu’une importante réduction de

l'absorption des nutriments rendant leur survie
dépendante de l'autophagie. De  maniére
intéressante, |'acétoacétate prévient les

conséquences du stress acide (maintien de l'intégrité
et de la fonction mitochondriale), permettant aux
cellules de survivre sans avoir recours a
l'autophagie. L'acétoacétate apparait donc comme
un métabolite unique pour améliorer la tolérance des
cellules et des tissus aux dommages induits par
I'acidose et un facteur local favorisant la génération
de macrophages présentant un profil réparateur.

Impact of acetoacetate on the biology of human macrophages: phenotypic and metabolic analysis

Keywords : macrophages, lactic acidosis, acetoacetate, tissue repair, wound healing, mitochondria,

starvation

Abstract In case of inflammation or injury,
macrophages must adapt and function in a hostile
environment, such as an acidic environment. Indeed,
excessive production and local accumulation of lactic
acid, is a characteristic of inflammatory process and
tissue damage. Currently, the metabolic adaptation of
human monocytes and macrophages to acidosis and
the nature of the factors that enable them to acquire a
repair profile are poorly understood. In this study, we
show that monocytes differentiated in vitro into
macrophages in the presence of the acetoacetate, a
ketone body produced by the liver, show an increase
in oxidative phosphorylation associated with the
acquisition of a pronounced repair profile. In addition,
ketone bodies and acetoacetate accelerate the rate of
healing in an in vivo healing model.

From a mechanistic point of view, monocytes
differentiated into lactic acidosis accumulate
depolarized mitochondria and show signs of
mitophagy as well as a significant reduction in
nutrient absorption making their survival dependent
on autophagy. Interestingly, acetoacetate prevents
the consequences of acid stress (maintaining
integrity and mitochondrial function), allowing cells to
survive without resorting to autophagy. Acetoacetate
therefore appears as a unique metabolite to improve
the tolerance of cells and tissues to damage induced
by acidosis and a local factor promoting the
generation of macrophages with a repair profile.
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