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Résumé

Les cellules de Kupffer (KCs) sont des macrophages résidents du foie qui se
maintiennent, en conditions d’homéostasie, par prolifération locale, indépendamment
des monocytes circulants. En revanche, la maniere dont ces cellules se maintiennent
dans un contexte pathologique comme lors de la stéatohépatite non alcoolique (NASH)
demeurait jusqu’ici mal définie. Grace a notre étude, nous avons découvert qu’au
cours de la NASH, une fraction des KCs dérivait des monocytes Ly-6C* ce qui
témoigne d’une altération de la capacité des KCs a s’auto-renouveler. Nous avons pu
montrer qu’en réponse a la mort des KCs d’origine embryonnaire (EmKCs), les KCs
dérivées des monocytes (MoKCs) repeuplaient progressivement le pool de KCs, au
fur et @ mesure que la maladie progressait. La caractérisation des MoKCs a permis de
mettre en avant leur profil immature ainsi que leur statut pro-inflammatoire en
comparaison aux EmKCs. Toutefois, ces MoKCs sont capables de se maintenir sur le
long terme, aprés la régression de la pathologie, et d’acquérir des marqueurs des
EmKCs. Alors que les KCs dans leur globalité favorisent le stockage des triglycérides
hépatiques au cours de la NASH, nous avons constaté que les EmKCs le favorisent
de maniére plus efficace que les MoKCs. Les MoKCs favorisent par ailleurs la
souffrance hépatique durant la NASH. Ainsi, nos résultats mettent en évidence les
différences fonctionnelles entre les MoKCs et leurs homologues d’origine
embryonnaire. Nos données révélent que ’'homéostasie des KCs est altérée au cours

de la NASH, modifiant la réponse du foie aux lipides.

Mots clés : macrophages, cellules de Kupffer, monocytes, stéatohépatite non
alcoolique (NASH)



Summary

Kupffer cells (KCs) are liver-resident macrophages that, under homeostatic conditions,
self-renew by local proliferation in the adult independently from circulating monocytes.
However, how these cells are maintained in liver diseases such as during non-alcoholic
steatohepatits (NASH) remains ill defined. Our study revealed that a fraction of KCs
was derived from Ly-6C* monocytes during NASH, underlying impaired KC self-
renewal. We discovered that monocyte-derived KCs (MoKCs) were generated in
response to embryo-derived KCs (EmKCs) death and MoKCs gradually seeded the
KC pool as disease progressed. MoKCs characterization highlighted their immature
phenotype as well as their heightened pro-inflammatory status compared to EmKCs.
Importantly, MOKCs engrafted the KC pool for the long term as they remained following
disease regression while acquiring mature EmKC markers. While KCs as a whole
favored hepatic triglyceride storage during NASH, EmKCs promoted it more efficiently
than MoKCs. In addition, MoKCs were found to fuel liver damage during NASH. Thus,
our results highlighted the functional differences between MoKCs and their embryonic
counterparts. Our data reveal that KC homeostasis is impaired during NASH, altering

the liver response to lipids.

Key words: Macrophages, Kupffer cells, monocytes, non-alcoholic steatohepatitis
(NASH)



Introduction

Partie 1 — Les macrophages et leurs récepteurs
dans I'immunité innée

Le systeme immunitaire regroupe I'ensemble des processus et des mécanismes de
défense mobilisés par notre organisme pour lutter contre les pathogénes. Ce systéme
complexe dispose de deux lignes de défense fondamentales : 'immunité innée et
limmunité adaptative. L'immunité innée représente la premiére ligne de défense
contre les pathogénes et comporte en premier lieu des barriéres structurelles, telles
que la peau ou les muqueuses. La réponse immunitaire innée est ensuite orchestrée
par des cellules spécialisées comme les monocytes, les neutrophiles ou les
macrophages qui sont capables d’initier une réponse rapide dans les minutes ou les
heures qui suivent l'agression. L’'immunité adaptative consiste quant a elle a
développer une réponse spécifique a un antigéne rencontré. Elle posséde une
capacité de mémoire a long terme, via les lymphocytes T et B, qui permet a I'héte
d’induire une réponse plus rapide et plus efficace lors d’'une réexposition a I'antigéne.
Une grande synergie existe entre le systéme immunitaire inné et adaptatif.

Les mécanismes de défense innée mis en place par l'organisme ménent au
développement d’une réponse inflammatoire qui est bénéfique lorsqu’elle est
controlée et qu’elle permet le retour a un état homéostatique. En revanche, lorsque
cette réponse perdure, comme dans le cas des maladies inflammatoires chroniques,
elle peut alors devenir nuisible a I'échelle du tissu touché mais également de
l'organisme. La premiére étape d'une réponse inflammatoire consiste en la
reconnaissance de signaux exogénes ou endogenes. Les cellules immunitaires,
notamment les phagocytes comme les monocytes et les macrophages, expriment a
leur surface divers récepteurs qui permettent de reconnaitre aussi bien des signaux
issus de pathogeénes que des signaux de dangers endogénes relargués au cours de
la réponse inflammatoire, comme lors des maladies métaboliques chroniques. Une
fois activés, les phagocytes sécrétent divers médiateurs inflammatoires tels que des

cytokines et des chimiokines, qui permettent d’orchestrer la réponse inflammatoire.
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Les phagocytes jouent ainsi un réle central dans la mise en place et le contréle de la

réponse immunitaire.

|. Le systéeme des phagocytes mononucléés

Les phagocytes mononucléés (PMs) représentent une famille de cellules myéloides
disséminées dans l'organisme. Les PMs sont caractérisés par leur activité
phagocytaire ainsi que leur réle dans le déclenchement et I'entretien des réponses
immunitaires. lls constituent un groupe hétérogéne de cellules incluant les monocytes,
les macrophages ainsi que les cellules dendritiques (DCs). Nous nous concentrerons
ici plus particulierement sur les monocytes et les macrophages qui font I'objet de mes

travaux de thése.

l.1. Les monocytes

Les monocytes sont des cellules myéloides circulant dans le sang. lls constituent
environ 10% des leucocytes périphériques chez ’homme et environ 5% chez la souris.
Les monocytes sont générés dans la moelle osseuse au cours de 'hnématopoiese.
Aprés leur génération, ils sont libérés dans la circulation sanguine ou ils peuvent
exercer leurs fonctions physiologiques. L’'une des caractéristiques principales des
monocytes est leur capacité a étre rapidement mobilisés en grand nombre vers les
sites inflammatoires. Suite a leur entrée au site inflammatoire, les monocytes
produisent in situ des médiateurs inflammatoires puis se différencient en macrophages
souvent fonctionnellement distincts des macrophages préexistant dans le tissu et

qualifiés de résidents.

I.1.1. Hétérogénéité des monocytes

L’hétérogénéité des monocytes a pu étre mise en évidence au sein de différentes
espéeces (Ziegler-Heitbrock, 2014), notamment chez ’lhomme (Passlick et al., 1989) et
chez la souris (Geissmann et al., 2003) grace a la cytométrie en flux. Chez 'lhomme,
diverses populations de monocytes sont caractérisées par I'expression différentielle

de marqueurs de surface CD14 et CD16. On distingue ainsi principalement 3 sous-

11



ensembles de monocytes humains : les monocytes classiques (CD14+ CD16-),
intermédiaires (CD14+ CD16+) et non classiques (CD14low CD16+) (Villani et al.,
2017). Les monocytes classiques sont largement majoritaires car ils représentent 80
a 90% du pool de monocytes.

Chez la souris, les monocytes circulants sont identifiés par I'expression de CD115 et
peuvent également étre subdivisés en monocytes classiques, caractérisés par
'expression des marqueurs de surface Ly-6C, CCR2 et CD62L, et non classiques,
définis comme Ly-6Clow, CCR2low, CD62L- CD43+.

Une comparaison transcriptionnelle entre les sous-populations de monocytes humains
et murins a permis de montrer que les monocytes Ly-6C+ de la souris correspondent
aux monocytes CD14+ CD16- humains et que les monocytes Ly-6C- murins
s’apparentent aux monocytes CD14low CD16+ humains. Cependant, certaines
différences d’expression génique et de marqueurs de surface existent. Il a ainsi été
montré que les populations de monocytes murins et humains présentent des
différences d’expression de génes impliqués dans l'activité phagocytaire (Cros et al.,
2010; Ingersoll et al., 2010). Il existe enfin une différence dans la répartition des sous-
populations de monocytes au sein de ces espéces. Chez ’'homme, on retrouve une
forte majorité de monocytes classiques alors que chez la souris les monocytes Ly-6C+

et Ly-6C- sont représentés de maniére égale.

I.1.2. Développement des monocytes

Les monocytes sont générés a partir de précurseurs présents dans le foie feetal et la
moelle osseuse au cours de 'hématopoiése embryonnaire et adulte, respectivement
(Guilliams et al., 2018a). Un modele de différenciation hiérarchique a été proposé
comme étant a l'origine de la génération des monocytes. Selon ce modele, une fraction
de cellules souches hématopoiétiques (CSH) se différencie en progéniteur myéloide
commun (CMP, common myeloid progenitor). Les CMP vont a leur tour se différencier
en progéniteurs de granulocytes et de macrophages (GMP, granulocyte/macrophage
progenitor) (Akashi et al., 2000). Au sein du GMP, il a été identifié un progéniteur des
monocytes et des DCs, le MDP (macrophage/dendritic cell progenitor). Plus
récemment, il a été montré que le MDP génére des progéniteurs monocytaires

communs unipotents (cMoP, common monocyte progenitor) (Hettinger et al., 2013).
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Ainsi, selon ce modéle, les cMoP donneraient naissance directement aux monocytes
Ly-6C+ et Ly-6C- (Hettinger et al., 2013).

Moelle osseuse

_d

Facteurs de survie
.NR4A1

CSFIR

LCX3CR1

Figure 1. Développement des monocytes chez la souris.

Les monocytes sont générés dans la moelle osseuse & partir de cellules souches
hématopoiétiques (CSH). Les CSH se différencient en GMP (granulocyte/macrophage progenitor)
qui donne naissance au MDP (macrophage/dendritic cell progenitor). Le MDP génere a son tour le
cMoP (common monocyte progenitor), précurseur des monocytes Ly-6C+ et Ly-6C-. Une fois
générés dans la moelle osseuse, les monocytes Ly-6C+ rejoignent la circulation de maniere CCR2
dépendante et peuvent ensuite étre mobilisés dans les tissus. Les monocytes Ly-6C+ peuvent
aussi donner naissance aux monocytes Ly-6C- qui vont demeurer dans les vaisseaux.

Adapté de (Ginhoux and Jung, 2014).

Toutefois, ce modele a été contesté dans plusieurs études affirmant que certains
précurseurs s’engageraient vers la lignée monocytaire a un stade plus précoce. Ainsi,
des expériences de transfert adoptif suggérent que les monocytes Ly-6C+ peuvent
émerger directement des GMP et des MDP (Yanez et al., 2017). Ainsi, les monocytes
semblent pouvoir étre généré a partir de différents précurseurs.

L’engagement vers la lignée monocytaire dépend majoritairement du facteur de

croissance CSF1 (colony stimulating factor 1), aussi connu sous le nom de M-CSF.
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Chez la souris, une déficience en ce facteur de croissance ou en son récepteur CSF1R
résulte en une grave déficience en monocytes (Cecchini et al., 1994; Dai et al., 2002).
Le développement des monocytes est contrdlé par divers facteurs de transcription tels
que C/EBPB (CCAAT/enhancer binding protein beta), KLF4 (Kruppel-like factor 4) et
NR4A1 (nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1) (Terry and Miller, 2014). Le
facteur de transcription C/EBPJ est essentiel pour la survie des monocytes Ly-6C-
(Mildner et al., 2017) et agit en régulant 'expression de Nr4a1 (Tamura et al., 2017;
Thomas et al., 2016), ce dernier étant également connu pour contrdler la survie des
monocytes Ly-6C- (Hanna et al., 2011). En effet, 'invalidation de Nr4a1 dans la lignée
myéloide conduit a une déplétion des monocytes Ly-6C-. La survie des monocytes Ly-
6C+ semble aussi dépendre de ce facteur mais a moindre mesure (Hanna et al., 2011).
Le développement des monocytes Ly-6C+ repose surtout sur le facteur de
transcription KLF4 (Alder et al., 2008), dont I'expression est régulée par les facteurs
IRF8 (interferon regulatory factor 8) et PU.1 (Kurotaki et al., 2013; Terry and Miller,
2014). En effet, il a été montré que linvalidation du géne Kif4 dans les cellules
hématopoiétiques empéche leur différenciation en monocytes Ly-6C+ et induit
également une réduction du nombre de monocytes Ly-6C- dans la moelle osseuse
ainsi que dans la circulation (Feinberg et al., 2007).

Une fois générés dans la moelle osseuse, les monocytes rejoignent la circulation
sanguine grace a leur récepteur CCR2. Chez les souris déficientes en CCR2, on
constate ainsi un nombre de monocytes Ly-6C+ circulants trés réduits, ces derniers
restant bloqués dans la moelle osseuse. Une fois dans la circulation, les monocytes
Ly-6C+ peuvent donner naissance aux monocytes Ly-6C- (Yona et al., 2013). Cette
transition est facilitée par l'induction des facteurs de transcription C/EBPB et Nrd4a1
mentionnés ci-dessus. D’autres mécanismes sont impliqués dans la conversion des
monocytes Ly-6C+ en Ly-6C- comme la production de DLL1 (Notch Ligand Delta-Like
1) par les cellules endothéliales qui va agir sur le récepteur NOTCH2 des monocytes

Ly-6C+ et promouvoir cette conversion (Gamrekelashvili et al., 2016).
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I.1.3. Hématopoiese extramédullaire et réservoirs de
monocytes

Bien que la moelle osseuse soit considérée comme l'organe de référence pour la
génération de monocytes adultes, la rate constitue également un réservoir
périphérique important pour les monocytes Ly-6C+ et Ly-6C- (Hettinger et al., 2013).
Les pools de monocytes spléniques seraient méme plus nombreux que leurs
homologues circulants (Swirski et al., 2009). Le phénotype des monocytes présents
dans la rate est globalement trés proche de celui des monocytes du sang. lls peuvent
tous deux étre mobilisés lors d’un épisode inflammatoire et étre rapidement recrutés
au niveau des tissus lésés. Cela a notamment pu étre observé au cours de
I'athérosclérose (Robbins et al., 2012) ou lors d’ischémies du myocarde (van de Laar
et al., 2016; Swirski et al., 2009). Contrairement a leurs homologues circulants, les
monocytes spléniques ne requierent pas I'expression de CCR2 afin de rejoindre la
circulation.

La contribution précise des monocytes libérés par les différents réservoirs au pool de
monocytes recrutés dans les tissus lésés reste encore mal connue. Des travaux
supplémentaires sont requis afin de mieux appréhender le réle de ces réservoirs,
notamment de la rate, et les facteurs déterminant la différenciation des monocytes

spléniques ainsi que leur recrutement.

I.1.4. Recrutement et fonctions des monocytes
a) Les monocytes non classiques

o Conditions physiologiques
Les monocytes non classiques ont une durée de vie d’environ 2 jours chez la souris et
de 7 jours chez 'homme (Patel et al., 2017; Yona et al., 2013), et celle-ci est plus
longue que les monocytes classiques. Plusieurs études suggerent que la fonction
principale des monocytes Ly-6C- est de surveiller I'intégrité de I'endothélium. Des
études de microscopie intravitale ont ainsi révélé que les monocytes Ly-6C-
surveillaient continuellement le systéme vasculaire en conditions physiologiques
(Auffray et al., 2007; Carlin et al., 2013). Ce rdle de surveillance est assuré grace a un

mécanisme d’adhésion dépendant de lintégrine LFA-1 (Lymphocyte function-
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associated antigen 1) monocytaire en interaction avec ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1) présent a la surface des cellules endothéliales (Auffray et al., 2007; Carlin
et al., 2013). Les monocytes Ly-6C- jouent un réle de patrouilleur dans les capillaires,
les artérioles et les veinules. Cette caractéristique leur permet d’éliminer de maniére
efficace les microparticules luminales en conditions physiologiques et ainsi d’assurer
la surveillance de I'intégrité des cellules endothéliales (Cros et al., 2010). De maniére
similaire, il a été montré que les monocytes non classiques humains CD14low CD16+

se caractérisaient par ce comportement de patrouilleur (Cros et al., 2010).

o Conditions pathologiques
La fonction des monocytes Ly-6C- au cours de l'inflammation demeure controversée.
Il a été suggére, bien que rarement, que les monocytes classiques pouvaient infiltrer
un tissu lésé (Arnold et al., 2007). Toutefois, il est possible que les monocytes Ly-6C-
détectés soient des monocytes Ly-6C+ en cours de différenciation en macrophages et
qui perdaient alors leur expression de Ly-6C (Arnold et al., 2007; Avraham-Davidi et
al., 2013; Zigmond et al., 2012).
Il semble donc que leur réle intravasculaire prédomine. Ainsi, dans un contexte
inflammatoire induit par des signaux de danger spécifiques au récepteur TLR7, il a été
montré que les monocytes Ly-6C- étaient capables de phagocyter les débris cellulaires
résultant d’'une nécrose endothéliale (Carlin et al., 2013). Dans un modéle murin de la
maladie d’Alzheimer, les monocytes Ly-6C- peuvent aussi éliminer la protéine B-
amyloide, a l'origine de la dégénérescence neuronale, qui est présente dans la lumiére
des vaisseaux (Michaud et al., 2013).
Ainsi les monocytes Ly-6C- jouent un réle majeur dans la surveillance vasculaire grace

a leur localisation stratégique en assurant une fonction de patrouilleurs circulants.

b) Les monocytes classiques

Les monocytes classiques représentent une population cellulaire transitoire au
potentiel de différenciation diversifié. Contrairement aux monocytes non classiques,
les monocytes classiques sont dotés d’'un programme d’expression génique qui leur

permet de migrer dans les tissus.

16



o Conditions physiologiques
Les monocytes classiques ont une durée de vie relativement courte dans la circulation
sanguine. Une fois libérés dans la circulation sanguine, ils circulent pendant environ
un jour et peuvent alors rejoindre des tissus comme l'intestin (Bain et al., 2013, 2014;
Tamoutounour et al., 2012; Zigmond et al., 2012), le derme (Tamoutounour et al.,
2013), le cceur (Epelman et al., 2014a; Molawi et al., 2014), le pancréas (Calderon et
al., 2015) ou le testicule (Mossadegh-Keller et al., 2017) afin d’y repeupler certains
pool de macrophages résidents. S’ils ne migrent pas vers un tissu, les monocytes
classiques peuvent aussi se convertir en monocytes non classiques dans la circulation
(Patel et al., 2017; Yona et al., 2013). Par ailleurs, une étude a montré que les
monocytes pourraient coloniser certains tissus et y demeurer a I'état indifférencié. Ces
monocytes tissulaires présentaient une augmentation du niveau d’expression du
MHC-II et de CCRY7 suite a leur interaction avec I'endothélium, suggérant qu’ils
pourraient jouer un réle dans la surveillance immunitaire, notamment dans la
présentation des antigénes aux lymphocytes T au niveau des ganglions lymphatiques
(Jakubzick et al., 2013). Les monocytes Ly-6C+ se caractérisent donc par leur grande

plasticité.

o Conditions pathologiques

Les monocytes peuvent influencer le développement de diverses pathologies de par
leurs fonctions effectrices variées telles que leurs activités pro- et anti-inflammatoires,
qui peuvent influencer le remodelage tissulaire, ou leur capacité a présenter des
antigénes.

L'importance des monocytes Ly-6C+ a été rapportée dans divers contextes
pathologiques et notamment les maladies auto-immunes telles que la sclérose en
plaques (modele d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale, EAE) (Fife et al.,
2000; Izikson et al., 2002). Au cours de 'EAE, les monocytes Ly-6C+ sont mobilisés a
partir de la circulation et affluent rapidement dans la moelle épiniére. Les souris
déficientes pour le récepteur CCR2, et donc dépourvues de monocytes Ly-6C+
circulants, sont résistantes a I'induction de 'EAE, démontrant le role pathogéne des
monocytes Ly-6C+ au cours de 'EAE (Ajami et al., 2011; King et al., 2009; Mildner et
al., 2009). Il a également été montré que les souris invalidées pour Csf2 (codant pour
le GM-CSF) étaient complétement protégées de I'induction de 'EAE (McQualter et al.,

2001). Méme si le GM-CSF n’est pas directement impliqué dans la génération des
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monocytes (Hibbs et al., 2007), il détermine la fonction des cellules dérivées des
monocytes en conditions pathologiques. L’invalidation de Csf2r, le récepteur au GM-
CSF, dans la lignée monocytaire a permis de démontrer que la signalisation induite
par le GM-CSF contrélait I'initiation de 'EAE en permettant la production de cytokines
et de chimiokines inflammatoires par les cellules dérivées des monocytes (Croxford et
al., 2015).

Une autre fonction effectrice des monocytes Ly-6C+ a préalablement été mise en
évidence via 'étude des Tip-DC (TNF/INOS-producing dendritic cells) produisant du
TNF et de I'oxyde nitrique (NO). Ces cellules ont a 'origine été identifiées lors d’'une
infection par la bactérie Listeria monocytogenes (Serbina et al., 2003), puis également
détectées lors d’infections par Trypanosoma brucei (Bosschaerts et al., 2010;
Guilliams et al., 2009), Toxoplasma gondii (Dunay et al., 2008) ou Leishmania major
(Trez et al., 2009). Ces cellules, qui dérivent des monocytes Ly-6C+, se caractérisent
par leur expression de CD11c, du MHC-II et de Ly-6C, ainsi que leur production de
TNF etde NO. Bien que ces cellules aient été préalablement décrites comme des DCs,
de par leur expression des marqueurs CD11c et MHC-II, leur contribution a I'activation
des lymphocytes T CD4+ lors de I'infection par Listeria semble négligeable (Serbina
et al., 2003). Par conséquent, le terme Tip-DC est trompeur et il s’agit en fin de compte
de monocytes Ly-6C+ activés. Ces cellules jouent un réle important dans I'élimination
des agents pathogénes. Ainsi, chez des souris dépourvues de monocytes Ly-6C+
capables de produire du TNF et du NO, I'élimination des pathogénes comme Listeria,
Toxoplasma ou Leishmania est diminuée (Dunay et al., 2008; Serbina et al., 2003;
Trez et al., 2009). Ces observations montrent que les macrophages résidents seuls ne
suffisent pas a éliminer les agents pathogénes et qu’ils requiérent l'aide des
monocytes recrutés. Il convient de noter que I'accumulation prolongée et I'activation
de monocytes Ly-6C+ effecteurs au cours d’infections chroniques peuvent également
contribuer a des dommages tissulaires collatéraux (Guilliams et al., 2009). Certaines
infections chroniques pourraient donc bénéficier de la suppression de l'inflammation
induite par les monocytes afin de limiter les symptémes pathologiques.

Dans la plupart des cas d'inflammation stérile, c'est-a-dire non causée par un agent
infectieux, les monocytes Ly-6C+ semblent aggraver la pathologie. Par exemple, dans
le cas de I'athérosclérose, ils participent au développement des plaques d’athérome
en étant a l'origine des macrophages qui s’accumulent dans l'intima des artéres. Ces

macrophages phagocytent les lipides présents en excés dans l'artére et aggravent la
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pathologie en produisant des cytokines inflammatoires et des chimiokines qui attirent
d’autres monocytes (Woollard and Geissmann, 2010). Dans d’autres maladies
métaboliques chroniques comme ['obésité, les monocytes participent aussi a
linflammation, dite de bas grade, du tissu adipeux en se différenciant en
macrophages. Ces macrophages s’accumulent dans le tissu (Oh et al., 2012) et
sécréetent de nombreuses cytokines et chimiokines telles que l'lL-18 et CCL2
(Nagareddy et al., 2014).

Ainsi 'ensemble de ces exemples souligne le réle essentiel des monocytes Ly-6C+ en

conditions physiologiques et physiopathologiques.
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Figure 2. Schéma récapitulatif de la diversité de fonctions des monocytes en conditions
physiologiques et pathologiques.

En condition physiologique, les monocytes peuvent contribuer au pool de macrophages résidents
au sein de certains tissus, ou se différencier en monocytes non classiques patrouilleurs des
vaisseaux ou encore Se constituer en un réservoir comme dans la rate. En conditions
pathologiques, les monocytes peuvent étre recrutés dans le tissu inflammé ou ils peuvent se
différencier en macrophages inflammatoires. Ils peuvent également participer a la réparation
tissulaire.

Adapté de (Guilliams et al., 2018b)
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1.2. Les macrophages

Les macrophages sont des cellules myéloides stratégiquement positionnées dans les
tissus de l'organisme ou elles phagocytent et dégradent, en autres, les débris
cellulaires et des agents étrangers a l'organisme. Les macrophages jouent un réle
central dans ’homéostasie des tissus mais aussi dans I'orchestration des processus
inflammatoires. Ces phagocytes, tout en protégeant 'organisme contre les infections,
remplissent également diverses fonctions essentielles, et parfois spécifiques, au sein
des tissus dans lesquels ils résident. Néanmoins, ils peuvent aussi contribuer a la
pathophysiologie de multiples maladies inflammatoires chroniques comme les
maladies métaboliques ou le cancer.

Des macrophages résidents sont présents dans les tissus en conditions
physiologiques et peuvent étre accompagnés de macrophages inflammatoires dérivés
des monocytes dans un contexte pathologique. Pendant des décennies, il a été admis
que les macrophages résidents des tissus étaient continuellement repeuplés par les
monocytes circulants (van Furth et al., 1972). Cependant, comme discuté plus haut,
plusieurs études ont récemment révélé que la contribution des monocytes aux
populations de macrophages résidents semblait étre limitée a quelques tissus
spécifiques a I'état d’homéostasie chez I'adulte. Les macrophages peuvent donc étre
d’origines variées. Il existe également une grande diversité d’'un point de vue
transcriptionnel parmi les macrophages résidents présents dans différents tissus
(Gautier et al., 2012), ce qui explique leur diversité de fonction. Dans cette partie nous
discuterons de [I'hétérogénéité des macrophages, de leurs origines
développementales diverses ainsi que de la diversité de phénotype et de fonction entre
les macrophages résidents tissulaires et les macrophages inflammatoires dérivés des

monocytes.

1.2.1. Hétérogénéité des macrophages

Les macrophages sont présents dans tous les tissus. Leurs différences phénotypiques
et leurs spécialisations fonctionnelles dans des microenvironnements tissulaires
spécifiques expliquent leur hétérogénéité (Epelman et al., 2014a, 2014b; Gordon and
Taylor, 2005; Haldar and Murphy, 2014). L’hétérogénéité des macrophages résidents

est le résultat de la combinaison de signaux regus lors de leur genése et qui impactent
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leur identité tissulaire et leur différenciation locale (Davies et al., 2013; Gautier et al.,
2012). Ainsi, le phénotype des macrophages résidents semble s’adapter aux besoins
du tissu dans lequel ils résident.

Les macrophages résidents prennent différents noms en fonction de leurs localisations
tissulaires et de leurs fonctions spécialisées. Par exemple, les macrophages osseux
sont connus sous le nom d’ostéoclastes et sont hautement spécialisés dans la
résorption osseuse (Boyle et al., 2003). Les macrophages de la moelle osseuse jouent
eux un role crucial dans la rétention des cellules souches hématopoiétiques au sein
de la moelle (Chow et al., 2011). Dans le cerveau, les macrophages résidents sont
connus sous le nom de microglie et ils participent notamment au développement du
cerveau (Parkhurst et al., 2013; Schafer et al., 2012).
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Figure 3. Représentation des macrophages résidents de différents tissus chez ’'Homme.

Une grande diversité réside au sein des macrophages résidents présents dans différents tissus.
Leur positionnement stratégique dans l'organisme leur permet d’assurer leurs nombreuses
fonctions telles que la phagocytose et la dégradation des corps étrangers.

Adapté de (Murray and Wynn, 2011)
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Le réle des macrophages est également essentiel dans le poumon, organe
constamment exposé aux irritants et aux microbes présents dans l'air. Environ 90%
de la population des macrophages pulmonaires est constituée des macrophages
alvéolaires, situés dans les espaces alvéolaires comme leur nom lindique. Ces
macrophages sont responsables du recyclage du surfactant (Hussell and Bell, 2014,
Thomas et al., 1976). Dans la rate, les macrophages de la pulpe rouge sont impliqués
dans le recyclage de I'héme et du fer qu’ils ingérent aprés phagocytose des
erythrocytes sénescents (Kohyama et al., 2009). Les macrophages de la zone
marginale splénique sont quant a eux importants pour la capture d’antigénes circulants
dans le sang (Aichele et al., 2003). Dans l'intestin les macrophages présents dans la
muqueuse musculeuse s’engagent dans un dialogue avec les cellules musculaires
environnantes et les neurones entériques afin d’assurer un péristaltisme intestinal
normal (Muller et al., 2014). Les macrophages présents sous la barriére épithéliale de
I'intestin assurent eux la surveillance du tissu et du contenu luminal, et sont également
connus pour produire de grandes quantités d'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire.
Enfin, les macrophages résidents du foie, qui font I'objet de mes travaux de thése et
qui se nomment cellules de Kupffer (KCs), assurent une protection contre les infections
sanguines et participeraient au maintien de ’homéostasie du fer (Eckert et al., 2015).
Ainsi, en raison de leurs origines diverses et de l'influence des microenvironnements
spécifiques aux tissus, une grande hétérogénéité réside au sein des macrophages
présents dans les tissus. Cette hétérogénéité de fonction peut notamment parfois

s’expliquer par des différences dans l'origine de ces populations de macrophages.

1.2.2. Développement des macrophages

Les macrophages résidents sont considérés principalement comme issus de
I'hnématopoiése embryonnaire et ils colonisent les différents tissus avant la naissance
ou au stade périnatal. Ces macrophages d’origine embryonnaire se maintiennent par
prolifération locale. Toutefois, dans certains tissus, le pool de macrophages résidents
nécessite la contribution des monocytes circulants afin de se maintenir au stade
adulte. Toujours chez [l'adulte, les macrophages inflammatoires dérivés des
monocytes sont issus de 'hématopoiése définitive post-natale. Toutes ces populations

de macrophages peuvent ainsi parfois cohabiter dans un tissu donné. Ces différences
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d’origine ont contribué non seulement a une distinction primaire en termes d’ontogénie

mais qui peut aussi se traduire en termes de fonction.

a) Développement des macrophages résidents (ResMacs)

Les macrophages résidents d’origine embryonnaire

Au début des années 2000, des expériences de fate-mapping couplées a I'utilisation
de souris parabiotiques ou de modeles murins génétiquement modifiés ont permis de
revisiter 'ontogénie des macrophages résidents (Ajami et al., 2007; Bain et al., 2014;
Epelman et al., 2014a, 2014b; Ginhoux et al., 2010; Guilliams et al., 2013; Hashimoto
et al., 2013; Tamoutounour et al., 2013; Yona et al., 2013). Ces études ont démontré
que la microglie, les macrophages alvéolaires et les cellules de Kupffer, notamment,
dérivaient de précurseurs embryonnaires qui ont colonisé les tissus avant la naissance
(Ginhoux and Guilliams, 2016a; Ginhoux and Jung, 2014; Hoeffel and Ginhoux, 2018).
A l'age adulte, ces macrophages résidents se maintiennent localement par
prolifération in situ (Gentek et al., 2014; Sieweke and Allen, 2013).

L’hématopoiese embryonnaire des mammiféres est un processus complexe.
Déterminer I'ontogénie précise des macrophages issus de progéniteurs foetaux est
donc particulierement difficile. Chez la souris, 'hnématopoiése embryonnaire est
caractérisée par des vagues distinctes se produisant dans différentes zones de
'embryon et de maniére séquentielle. La premiére vague émane des ilots sanguins du
sac vitellin vers le jour embryonnaire 7-7,5 (E7-E7,5) et donne naissance aux
progéniteurs érythro-myéloides (EMPs). Cette phase appelée « hématopoiese
primitive » est capable de générer des macrophages sans passer par un progéniteur
monocytaire (Gomez Perdiguero et al., 2015). Ces EMPs ont par la suite été
renommés « EMPs précoces » afin de les distinguer des « EMPs tardifs » qui

proviennent de I'endothélium du sac vitellin a E8-ES8,5.
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Figure 4. Représentation de ’hématopoiése embryonnaire.

Chez la souris, 'hématopoiese embryonnaire se produit en trois vagues successives. La premiere
vague, dite primitive, donne naissance aux progéniteurs érythro-myéloides (EMPs) qui peuvent
directement générer des macrophages. Au cours de la deuxieme vague, dite transitoire, des
progéniteurs lympho- myéloides émergent. Lors de cette vague, les EMPs migrent vers le foie ou
ils peuvent donner naissance a des monocytes foetaux. La troisieme et derniere vague, dite
définitive, permet de générer des cellules souches hématopoiétiques (CSH) foetales qui vont
coloniser le foie feetal ainsi que la moelle osseuse fecetale.

Adapté de (Ginhoux and Guilliams, 2016b)

La deuxieme vague d’hématopoiése s’appelle « 'hématopoiese transitoire » et se
caractérise par 'émergence de progéniteurs lympho-myéloides (Li et al., 2014). Cette
vague est dite transitoire car elle ne persiste pas lors de transplantation dans des
souris immunodéprimées (Hoeffel and Ginhoux, 2015; Hoeffel et al., 2015). A E8,5, la
circulation sanguine est établie et les EMPs peuvent alors migrer vers le foie foetal ou
ils générent notamment des monocytes feetaux. Simultanément aux EMPs tardifs
présents a E8,5, une troisieme vague nait de I'endothélium intra-embryonnaire et
génére les CSH immatures dans la région du splanchnopleure para-aortique. Cette

vague donne naissance a des CSH fcetales dans la région de 'aorte, des gonades et
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du mésonéphros (AGM) a E10,5. Ensuite, ces CSH feetales colonisent a la fois le foie
foetal, ou elles établissent une « hématopoiése définitive » (Hoeffel et al., 2015), et la
moelle osseuse fcetale, ou elles vont finalement générer des CSH qui persisteront
dans la moelle osseuse adulte. A partir de E12,5, le foie fcetal devient le principal
organe hématopoiétique de 'embryon.

Bien que l'origine embryonnaire de certains macrophages tissulaires soit aujourd’hui
acceptée, l'identité précise des progéniteurs, la voie exacte de différenciation en
cellules matures et les facteurs de transcription impliqués sont encore méconnus.
Trois différents modéles ont été proposés pour l'ontogénie des macrophages
embryonnaires : (1) les macrophages dérivés du sac vitellin constitueraient les
principaux précurseurs de la plupart des macrophages résidents (Gomez Perdiguero
et al., 2015), (2) ce sont les « EMPs tardifs » qui seraient les principaux précurseurs
de la plupart des macrophages résidents par le biais d’'un intermédiaire monocytaire
(Hoeffel et al., 2015), (3) ce sont les CSH fcetales qui seraient les précurseurs
prédominants des monocytes du foie fcetal, et les macrophages adultes dériveraient
de ces CSH feetales définitives (Sheng et al., 2015a), a I'exception de la microglie.

Aujourd’hui encore ces différentes hypothéses demeurent sujet a débat.

Les macrophages résidents dérivés des monocytes

Comme mentionné ci-dessus, en conditions physiologiques, certaines populations de
macrophages résidents se maintiennent par auto-renouvélement avec une
contribution minimale des monocytes circulants (Gomez Perdiguero et al., 2015;
Hashimoto et al.,, 2013; Yona et al., 2013). C'est le cas de la microglie, des
macrophages résidents du foie, de I'épiderme, du poumon, du pancréas et de la pulpe
rouge splénique (Bruttger et al., 2015; Calderon et al., 2015; Chorro et al., 2009;
Hashimoto et al., 2013). Cependant, dans certains tissus comme l'intestin, le coeur et
le péritoine, on distingue plusieurs populations de macrophages en conditions
physiologiques a I'état adulte. Alors que certaines sont bien d’origine embryonnaire,
d’autres dérivent des monocytes (Bain et al., 2014, 2016; Molawi et al., 2014; Shaw et
al., 2018).

Ainsi, dans lintestin, les monocytes jouent un rdle crucial dans le renouvellement de
sous-populations de macrophages résidents (Shaw et al., 2018). Ceci est aussi
observé dans le derme (Jenkins et al., 2011), le cceur (Epelman et al., 2014a, 2014b;

Molawi et al., 2014) et le péritoine (Bain et al., 2016). Il a été observé que la part de
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prolifération in situ versus le recrutement de monocytes dérivés de la moelle osseuse
pour le maintien du pool de macrophages résidents en condition homéostatique peut
varier en fonction du tissu (Italiani and Boraschi, 2017).

En conditions pathologiques, les monocytes peuvent infiltrer un tissu et s’y différencier
en macrophages qui acquiérent parfois des caractéristiques similaires aux
macrophages résidents du tissu en question. Dans le foie, la nature de la lésion
détermine la contribution des macrophages dérivés des monocytes au pool de KCs.
Ainsi, une déplétion non physiologique des KCs ou leur mort induite par des agents
infectieux conduit au recrutement et a la différenciation de monocytes en KCs (Blériot
et al., 2015; Bonnardel et al., 2019; Lai et al., 2018; Scott et al., 2016, 2018). Dans le
poumon également, suite a une déplétion des macrophages alvéolaires dans le cadre
d’'une infection causée par le virus de I'’herpés gamma, le pool de macrophages est
reconstitué par des macrophages dérivés des monocytes, de maniere CCR2
dépendante (Machiels et al., 2017). Dans le péritoine, des macrophages péritonéaux
dérivés des monocytes s’installent aprés un challenge au thioglycollate et se
maintiennent dans le temps (Yona et al., 2013).

Des différences existent entre les macrophages résidents d’origine embryonnaire et
les macrophages résidents dérivés des monocytes. Néanmoins, une comparaison du
transcriptome de ces deux types de macrophages résidents a permis d’établir que plus
de 90% des génes s’expriment de maniére similaire dans le poumon, la cavité
péritonéale et le foie (Beattie et al., 2016; Gibbings et al., 2015; Lavin et al., 2014;
Scott et al., 2016). En revanche, quelques marqueurs phénotypiques ont été identifié
ce qui permet notamment de différencier les deux types de macrophages résidents
(Beattie et al., 2016; Gibbings et al., 2015).

Ainsi, les macrophages résidents, qu’ils soient d’origine embryonnaire ou qu’ils soient
constamment dérivés des monocytes circulants, présentent une signature génique
commune, ce qui montre que I'environnement tissulaire dicte en grande partie la

programmation transcriptionnelle des macrophages.

Maintenance des macrophages résidents et capacité proliférative

Les signaux micro-environnementaux régulent étroitement le développement et le
maintien des macrophages. Un apport continu de facteurs trophiques tels que
I'interleukine-34 (IL-34), le CSF1 (aussi appelé M-CSF) et le CSF2 est nécessaire au
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développement et au maintien des macrophages dans les tissus (Huffman et al., 1996;
Lavin et al., 2015; Ma et al., 2012; Wang et al., 2012; Wiktor-Jedrzejczak et al., 1990;
Yoshida et al., 2001). CSF1R, le récepteur au CSF1 et a I'lL-34, est ainsi indispensable
au développement, a la survie et a la prolifération de la plupart des macrophages
résidents. Dans un modéle murin d’invalidation de Csf1r, on constate une réduction
significative du nombre de macrophages dans de nombreux tissus de I'organisme (Dai
et al., 2002; Pridans et al., 2018a). A linverse, une injection de CSF1 recombinant
induit une prolifération massive mais transitoire de presque tous les macrophages
résidents, suivi d’'un retour progressif a un nombre homéostatique (Gow et al., 2014;
Pridans et al., 2018b). L’ensemble de ces observations indique I'existence de deux
seuils différents d’activité du CSF1. Le premier seuil est un seuil de survie qui doit étre
atteint afin d’assurer la longévité des macrophages. Le second est un seuil de
prolifération qui favorise le renouvellement des macrophages. Ainsi, le niveau de
production et de consommation des facteurs de croissance contrélerait la densité
locale des macrophages, €galement appelée niche (Guilliams et al., 2020). Dans le
foie, la repopulation du pool de KCs aprés leur déplétion dépend en partie de la
prolifération des KCs embryonnaires restantes. Cette prolifération est transitoire et
s’arréte lorsque le pool de KCs est restauré, ce qui suggere que c’est la vacuité de la
niche couplée a la présence de facteurs trophiques qui régulent la prolifération des
KCs embryonnaires (Scott et al., 2016). D’autres études ont montré que les KCs
dérivées des monocytes proliféraient également (Blériot et al., 2015; Bonnardel et al.,
2019). Dans ces modéles de déplétion non physiologique des KCs, les KCs d’origine
embryonnaire semblent avoir un avantage compétitif sur leurs homologues dérivées
des monocytes. En effet, il semblerait que la prolifération des KCs embryonnaires
intervienne en amont de celle des KCs dérivées des monocytes (Bonnardel et al.,
2019; Scott et al., 2016).

Ainsi le repeuplement du pool de macrophages résidents par des macrophages
dérivés des monocytes présenterait des caractéristiques similaires dans tous les
tissus. Les macrophages résidents restants proliférent et entrent en compétition avec
les macrophages dérivés des monocytes recrutés pour les niches disponibles. Dans
'ensemble, cela suggére que la proportion de remplacement des macrophages
dépend fortement du degré de déplétion des macrophages résidents et de l'intensité

de l'inflammation.
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b) Développement des macrophages dérivés des monocytes
(MoDMacs)

Lors d’'un épisode inflammatoire, un recrutement des monocytes présents dans la
circulation vers le tissu affecté s’opére (Mantovani et al., 2004). Ces monocytes vont
alors se différencier en macrophages inflammatoires in situ. Ces macrophages
s’accumulent et deviennent méme parfois majoritaires dans le tissu inflammé ou ils
cohabitent dorénavant avec les macrophages résidents. Comme mentionné plus haut,
ces macrophages peuvent parfois adoptés des caractéristiques de macrophages
résidents lorsque cela est nécessaire. Ces macrophages dérivés des monocytes
présentent souvent un phénotype pro-inflammatoire dans les premiers stades de la
réponse. lls sécrétent une variété de médiateurs inflammatoires, notamment le TNFaq,
'IL-1B et le NO, qui permettent d’activer les mécanismes de défense antimicrobienne
lorsque que la lésion est due a un pathogéne (Murray and Wynn, 2011). Ces
macrophages recrutés sont initialement bénéfiques car ils facilitent la clairance des
pathogenes et des débris cellulaires. Cependant, ils peuvent aussi engendrer
d’importants dommages tissulaires dits collatéraux en raison de l'activité toxique des
espéces réactives de l'oxygene et des cytokines qu’ils produisent. Si la réponse
inflammatoire n’est pas rapidement contrélée, celle-ci peut alors devenir chronique et
contribuer a l'initiation et la progression de nombreuses maladies (Krausgruber et al.,
2011). Afin de limiter les dommages tissulaires, les macrophages recrutés peuvent
entrer en apoptose ou évoluer vers un phénotype anti-inflammatoire ou réparateur et
ainsi faciliter la résolution de la réponse inflammatoire (Oishi and Manabe, 2018).
Lorsque linflammation est résolue, ces macrophages inflammatoires dérivés des
monocytes disparaissent (Gautier et al., 2013). De par leur caractére transitoire, ils se

différencient des macrophages résidents.

1.2.3. Différences entre ResMacs et MoDMacs en contexte
inflammatoire

L’existence de ces deux populations de macrophages aux origines diverses soulévent
plusieurs questions quant a leurs caractéristiques respectives. Dans le cerveau, les
macrophages dérivés des monocytes sont massivement recrutés lors d’'un événement

inflammatoire, méme s’ils ne contribuent pas a la reconstitution de la microglie une fois
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I’'hnoméostasie rétablie (Ajami et al., 2011). A 'heure actuelle, il est difficile de distinguer
la microglie résidente des cellules dérivées des monocytes en utilisant les marqueurs
connus et les outils actuels (Greter et al., 2015). Il n’en demeure pas moins que la
microglie et les macrophages dérivés des monocytes jouent un réle majeur dans les
pathologies cérébrales comme observé dans le modele murin de la sclérose en plaque
('EAE) (Shemer et al., 2015; Wlodarczyk et al., 2015). Dans la phase précoce du
développement de la pathologie, la microglie a la capacité d’éliminer les débris. Son
activation conduit a la sécrétion de nombreuses chimiokines qui joueraient un réle
dans l'induction de 'EAE en recrutant les monocytes de maniére massive (Jiang et al.,
2014; Yamasaki et al.,, 2014). Par conséquent, inhiber I'activation de la microglie
pourrait contribuer a ralentir la progression de cette pathologie (Shemer et al., 2015).
Dans le poumon, la repopulation des macrophages alvéolaires dépend du contexte
inflammatoire. Les macrophages alvéolaires semblent avoir une fonction
immunosuppressive et jouer un réle protecteur contre I'’hyperréactivité des voies
respiratoires (Guilliams et al., 2013). Dans le cas de maladies inflammatoires comme
la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), des monocytes sont recrutés
dans le poumon mais leur contribution au pool de macrophage alvéolaire reste a
déterminer (Vlahos and Bozinovski, 2014). Dans des modeles d’allergie chez la souris,
il a été montré que les macrophages alvéolaires avaient tendance a ralentir
'inflammation pulmonaire, tandis que les monocytes circulants la favorisent (Zastona
et al., 2014).

Concernant le foie, une partie de mes travaux de thése a consisté en I'étude de la
diversité des macrophages hépatiques en conditions physiologiques et pathologiques.
Par conséquent, les différences phénotypiques et fonctionnelles qui existent entre les

KCs et les macrophages dérivés des monocytes seront détaillées plus tard.

Les macrophages représentent ainsi un composant majeur de la défense immunitaire
innée. Afin d’exercer leurs diverses fonctions, ces cellules sont équipées d’'un large
répertoire de récepteurs leur permettant de reconnaitre divers motifs moléculaires
exogenes et endogénes. Ces récepteurs, pouvant étre localisés a la surface de ces
cellules ou dans le cytosol, jouent un réle majeur dans la défense contre les signaux

de dangers extracellulaires et intracellulaires.
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Dans la suite de mon manuscrit, je présenterai les récepteurs dont les macrophages
disposent pour contrer les attaques étrangéres et exercer leurs fonctions essentielles

a 'organisme.

. Les récepteurs de I'immunité innée

Les cellules immunitaires sont équipées de nombreux récepteurs qui reconnaissent
des motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes, favorisant ainsi la
détection des pathogénes et le déclenchement d’une réponse immune approprié€e.
Ces récepteurs, désignés par le terme PRR (Pattern Recognition Receptor), sont
capables de reconnaitre des structures microbiennes connues sous le nom de motifs
moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMPs). Les PAMPs sont des
structures moléculaires présentes a la surface des agents pathogénes et certains
PAMPs peuvent également étre retrouvés a la surface des cellules apoptotiques ou
sénescentes. Certains PRR reconnaissent également des motifs moléculaires
associés au danger, les DAMPs. Il s’agit de signaux endogénes activés lors de lésions
tissulaires ou cellulaires. Au sein de la grande famille des récepteurs PRR, on
distingue différents sous-ensembles : les récepteurs de type NOD (NLRs), les
récepteurs de type RIG-I (RLRs), les récepteurs des lectines de type C (CLRs) ainsi
que les récepteurs de type Toll (TLRs).

11.1. Les récepteurs de type NOD (NLRs)

Les récepteurs de type NOD (NLRs) sont localisés dans le cytoplasme et exprimés
par différents types cellulaires dont les cellules immunitaires. Grace a leur capacité a
reconnaitre les PAMPs et les DAMPs cytosoliques, les NLRs sont sensibles aux
signaux de stress et d’infection (Fritz et al., 2006; Inohara et al., 2005; Kanneganti et
al., 2007; Meylan et al., 2006; Ting et al., 2008). Leur stimulation induit I'activation de
la signalisation NF-xB et conduit a la production de cytokines pro-inflammatoires, de
chimiokines et de molécules antimicrobiennes (Saxena and Yeretssian, 2014). Des
mutations génétiques des NLRs ont été associé a des pathologies inflammatoires

chroniques ou auto-immunes (Fritz et al., 2006). Notamment, il a été montré que la
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maladie de Crohn, une maladie inflammatoire chronique des intestins, est associée a
des mutations génétiques de NOD2 (Ogura et al., 2001).

Les NLRs les plus étudiés, NOD1 et NOD2, reconnaissent des motifs du
peptidoglycane (PGN), un constituant essentiel de la paroi cellulaire bactérienne.
NOD1 reconnait spécifiquement le D-y-glutamyl-meso-DAP dipeptide (iE-DAP)
(Chamaillard et al., 2003) retrouvé dans le PGN de toutes les bactéries a Gram
négatives et quelques bactéries a Gram positive. NOD2 est quant a lui capable de
reconnaitre le muramyl dipeptide (MDP) conservé dans presque toutes les bactéries.
Ainsi, NOD2 posséde un spectre de détection plus large qui lui permet d’agir comme
senseur général, tandis que NOD1 reconnait de maniére plus spécifique certaines
sous-populations bactériennes. Une fois que NOD1 et NOD2 ont liés leurs ligands
respectifs, ils oligomérisent et activent la kinase RIP2 qui médie I'ubiquitination de
NEMO/IKKy conduisant a l'activation de NF-kB et a la production de cytokines
inflammatoires (Kobayashi et al., 2002). Les NLRs jouent donc un role essentiel au
sein du systéme immunitaire innée puisqu’ils constituent une ligne de défense contre

les signaux de dangers intracellulaires.

11.2. Les récepteurs de type RIG 1 (RLRs)

Les récepteurs de type RIG-I (RLRs) constituent une famille d’ARN hélicases
cytoplasmiques jouant un réle clé dans la réponse antivirale de I'organisme. Au sein
de cette famille on distingue 3 membres : RIG1 (retinoic-acid-inducible protein 1),
MDAS5 (melanoma-differentiation-associated gene 5) et LGP2 (laboratory of genetics
and physiology 2). Ces récepteurs présentent tous un domaine hélicase en C-terminal
leur permettant de détecter les ARNs viraux intracytoplasmiques (Beutler et al., 2007,
Medzhitov, 2007). Afin que RIG1 puisse reconnaitre un ARN viral, il faut que celui-ci
présente des caractéristiques permettant de le différencier des ARNs de I'héte
(Gebhardt et al., 2017). Ainsi, RIG1 détecte les ARN viraux sans extrémité 5'-
di/triphosphate et présentant une extrémité brisée et double brin a l'extrémité
triphosphate (Rehwinkel and Gack, 2020). Une autre caractéristique de
reconnaissance des ARNs double brins est leur longueur. Il a été établi que RIG1
détecte préférentiellement les ARNs double brins courts alors que MDAS reconnait lui

les ARNs double brins longs (Kato et al., 2008). L’ARN double brin viral est également

31



reconnu par le récepteur TLR3 exprimé a la surface des membranes cellulaires et des
endosomes. La reconnaissance des ARN doubles brins par RIG-I/ MDA-5 ou TLR3
dépend du type cellulaire en question (Kato et al., 2005; Slater et al., 2010). Ainsi, suite
a une infection virale, les récepteurs RIG-I et MDA-5 ont la capacité de détecter TARN
double brin et d’induire la production d’interféron de type | (IFN-a et IFN-B) et de
cytokines pro-inflammatoires par les cellules infectées (Yoneyama et al., 2015). Les

récepteurs RLRs participent ainsi a la défense contre les virus.

11.3. Les récepteurs des lectines de type C (CLRs)

Les récepteurs CLRs forment une grande famille de récepteurs transmembranaires
caractérisés par la présence d’'un domaine de liaison aux carbohydrates (C-type
domain). Les CLRs peuvent donc reconnaitre les épitopes carbohydratés des micro-
organismes tels que les virus, les bactéries et les champignons (Kawai and Akira,
2011). On peut distinguer différentes catégories de CLRs. Les CLRs de type | (DEC-
205, MRC1) et Il (Dectin-1 et -2, Mincle, DNGR-1) qui sont capables de se lier a la
membrane et possédent plusieurs ou un unique domaine de reconnaissance des
carbohydrates, respectivement. Le dernier type de CLR est constitué des CLR
solubles tel que le récepteur MBL qui est une protéine capable de lier un large spectre
de fragments carbohydratés présents a la surface des pathogénes. Les CLRs sont
exprimés par la majorité des types cellulaires, dont les macrophages, et sont non
seulement capables de reconnaitre certains fragments de pathogénes pour la défense
de I'néte, mais aussi certains antigénes du soi modifiés comme les DAMPs relargués
par les cellules mortes (Sancho and Reis e Sousa, 2013). Une fois activés, les
récepteurs CLRs peuvent stimuler la production de cytokines pro-inflammatoires afin
de moduler 'amplitude, la durée et la résolution de la réponse immunitaire (del Fresno
etal., 2018).

11.4. Les récepteurs de type Toll (TLRs)

Les récepteurs TLRs jouent un réle crucial dans la défense primaire de I'héte suite a
'invasion d’'un organisme pathogéne mais ils répondent également a des signaux de

danger endogénes. lls déclenchent une réponse rapide et permettent d’orienter la
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cellule activée vers une réponse immunitaire adaptée (Yu and Feng, 2018). Ces
récepteurs sont exprimés dans tous les tissus et par tout type de cellule susceptible
d’exercer une réponse immunitaire innée tels que les cellules du systéme immunitaire
innée (macrophages, monocytes, cellules NK, neutrophiles et cellules dendritiques),
les cellules du systéeme immunitaire adaptatif (cellules dendritiques, lymphocytes T et
B) mais aussi par des cellules non-immunitaires (cellules épithéliales, cellules
endothéliales, fibroblastes) (Delneste et al., 2007; Zarember and Godowski, 2002).
Une fois activés, les TLRs sont ainsi capables d’initier I'induction de la réponse
inflammatoire innée et adaptative (Blander and Medzhitov, 2006).
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Figure 5. Voies de signalisations activées par les TLRs.

Les TLRs peuvent étre membranaires (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6) ou intracellulaires
(TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9). Une fois activé par leur ligand respectif, les TLRs activent diverses
voies de signalisations telles que la voie NF-kB et la voie des MAPKs qui aboutissent a la

production de cytokines pro-inflammatoires ou d’interférons de type I.

33



Adapté de (O’Neill et al., 2013)

11.4.1. Structure et principes généraux de signalisation

Les récepteurs TLRs sont des protéines transmembranaires constituées d’'un domaine
extracellulaire riche en leucines (LRR, leucine rich repeat) qui permet la
reconnaissance des ligands. lls sont aussi constitués d’'un domaine transmembranaire
ainsi que d’'un domaine intracellulaire TIR (Toll / IL-1 receptor). Ce dernier est
hautement conservé et a pour réle de conduire le signal grace a son interaction avec
différentes protéines adaptatrices intracellulaires. Une fois stimulé par son ligand, le
TLR active de maniére spécifique une cascade de signalisation intracellulaire, ce qui
constitue l'initiation de la réponse de I'héte contre I'agent reconnu (Wang et al., 2016).
Cette signalisation dépend de la nature du stimulus, du TLR activé mais aussi de la
molécule adaptatrice recrutée. On distingue deux voies de signalisation en fonction de
la molécule adaptatrice recrutée : la voie impliquant la protéine MyD88 et la voie
impliquant la protéine TRIF (Kagan, 2012). MyD88 est utilisé par presque tous les
TLRs et conduit a la production de cytokines inflammatoires en activant la voie NF-kB
et celle des MAP kinases (MAPKSs). TRIF est un adaptateur de TLR3 et TLR4 et il
stimule une voie indépendante de MyD88 qui aboutit a la production d’IFN de type | et
de cytokines inflammatoires via I'activation d’IRF3, NF-kB et des MAPKs. Un défaut
au sein de ces voies de signalisation peut impacter le développement et la progression
de diverses pathologies telles que les maladies auto immunes, les pathologies
inflammatoires chroniques, les maladies infectieuses ou encore le cancer (Huang and
Pope, 2009).

11.4.2. TLR membranaires et TLR intracellulaires

Chaque TLR est spécifique d’un répertoire de ligands donné. En fonction de leur
localisation, on distingue deux catégories de TLRs: ceux qui sont présents a la
membrane des cellules et ceux a localisation intracellulaire. Les TLRs localisés a la
surface des cellules sont les suivants : TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLRG. lls sont
capables de détecter des composants membranaires des pathogénes comme les
lipides, les protéines et les lipoprotéines. TLR2, couplé a TLR1 ou TLR6, reconnait

ainsi une vaste gamme de PAMPs dont les lipoprotéines, les peptidoglycans et les
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acides lipotéichoiques (LTA) (Kawai and Akira, 2010). TLR4 reconnait les
lipopolysaccharides bactériens (LPS) et TLRS reconnait quant a lui la flagelline
bactérienne (Akira et al., 2006). Les TLRs localisés dans les compartiments
intracellulaires tels que 'endosome vont plutét détecter les acides nucléiques dérivés
des bactéries et des virus mais aussi les acides nucléiques du soi dans le cas des
pathologies auto-immunes (Blasius and Beutler, 2010). Parmi ces TLRs
intracellulaires, on retrouve TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9. TLR3 reconnait 'ARN viral
double brin, les petits ARNs interférents ainsi que les ARNs du soi dérivés des cellules
endommagées (Bernard et al., 2012; Takemura et al., 2014). TLR7 reconnait ’ARN
simple brin d’origine virale alors que TLR8 détecte aussi bien ’ARN viral que bactérien
(Guiducci et al., 2013). TLR9 reconnait quant a lui 'ADN viral et bactérien riche en
répétitions de dinucléotides CpG non méthylés. La spécificité de localisation des TLRs
permet de réguler la reconnaissance des ligands ainsi que la signalisation qui en

résulte.

11.4.3. Le récepteur TLR4

a) Description et expression de TLR4

TLR4 est le mieux caractérisé de tous les PRRs. Il s’agit d’'une protéine
transmembranaire possédant un domaine extracellulaire, ou ectodomaine, composé
de 22 répétitions riches en leucine. Une hélice transmembranaire de 21 acides aminés
relie 'ectodomaine de TLR4 a 'endodomaine constitué d’environ 200 acides aminés.
Cet endodomaine contient un domaine TIR essentiel pour la transduction du signal.
TLR4 a été décrit comme présentant une grande variété de fonctions dans divers
contextes pathologiques tels que les troubles auto-immuns, les maladies
inflammatoires de l'intestin, les pathologies métaboliques associées a I'obésité ou les
maladies cardiovasculaires.

Ce récepteur est exprimé par les cellules de la lignée myéloide ainsi que dans de
nombreux types cellulaires non immunitaires telles que les cellules endothéliales ou

épithéliales.
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b) Ligands de TLR4

TLR4 agit comme un récepteur spécifique du lipopolysaccharide (LPS) issu des
bactéries Gram négatives. Le récepteur TLR4 peut aussi se lier a certains DAMPs tels
que l'acide hyaluronique, la fetuine A, HMGB1 (High-mobility group box-1) et les
protéines de choc thermiques hsp60 et hsp70 (Habich et al., 2002; Lin et al., 2011;
Makkar et al., 2019; Pal et al., 2012). D’autre part, il a longtemps été admis au sein de
la communauté scientifique que les acides gras, et notamment le palmitate,
constituaient des agonistes du récepteur TLR4. En effet, les premiéres preuves du lien
entre TLR4 et l'inflammation induite par les lipides sont méme antérieures a son
identification en tant que récepteur des LPS (Liao et al., 1993). Or, Lancaster et al ont
montré récemment que le palmitate n’était pas un ligand de TLR4 car il n’induit pas la
dimérisation ni I'endocytose de TLR4 communément observés suite a son activation
(Lancaster et al., 2018). Ainsi, TLR4 est capable de reconnaitre de nombreux signaux
différents, néanmoins le LPS reste le ligand le plus établi. Le LPS représente 'un des
composants bactériens aux propriétés immuno-stimulatrices les plus étudiés. Le LPS
est un composant structurel important de la membrane externe des bactéries Gram
négatives et il est constitué de trois parties : un lipide A, un corps d’oligosaccharide et
une chaine latérale O. La portion contenant le lipide A constitue le principal PAMP du
LPS. D’'une bactérie a l'autre, la structure du LPS peut varier ce qui influe sur son
action. En effet, une récente étude a montré qu’en fonction du type de bactérie et du
LPS qui lui est associé I'endotoxémie métabolique pouvait étre bénéfique ou délétére
(Anhé et al., 2021) Les LPS présentent des caractéristiques distinctes qui vont leur
permettre d’avoir un effet sur la perméabilité intestinale, I'absorption intestinale du
glucose, la glycémie, l'insuline et sur d’autres paramétres métaboliques. Par exemple,
le LPS d’E.coli a un impact délétére sur ces paramétres métaboliques. A linverse, le
LPS de R. sphaeroides a un effet bénéfique (Anhé et al., 2021). Néanmoins, le LPS
d’E.coli demeure trés largement le plus couramment utilisé au sein de la communauté

scientifique.

c) Reconnaissance des pathogénes et activation de TLR4

La liaison du ligand a son récepteur entraine ’homodimérisation de TLR4 et I'activation
des domaines intracytosoliques des deux chaines du récepteur qui vont alors pouvoir

recruter des protéines de signalisation intracellulaire. Dans le cas d’'une réponse au
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LPS, plusieurs protéines sont nécessaires afin d’induire une cascade de signalisation.
En effet, la stimulation du LPS nécessite l'intervention de la protéine LBP (LPS binding
protein), du corécepteur CD14 ainsi que du facteur MD-2 (myeloid differentiation factor
2). La protéine soluble LBP va se lier au LPS ce qui va faciliter I'interaction entre le
LPS et le corécepteur CD14. Ce corécepteur CD14 est associé au complexe de
reconnaissance du LPS, il permet le transfert du LPS vers le complexe formé par TLR4
et MD-2. MD-2 interagit physiquement avec TLR4 et lui permet de se lier au LPS grace
a sa poche hydrophobe. Le LPS se lie alors simultanément a MD-2 et TLR4, facilitant
la formation d’'un complexe de diméres TLR4 / MD-2 et permettant le recrutement de
deux paires de protéines adaptatrices, TIRAP/Myd88 et TRAM/TRIF, au domaine TIR
du récepteur TLR4 (Kawasaki and Kawai, 2014).
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Figure 6. Les différentes voies de signalisation du récepteur TLR4.

|

Le récepteur TLR4 est capable de reconnaitre le LPS et de s’homodimériser afin d’induire le
recrutement de deux paires de protéines adaptatrices : TIRAP/Myd88 et TRAM/TRIF. Ainsi le
récepteur TLR4 peut induire I'activation de deux voies de signalisation distinctes : la voie Myd88
et la voie TRIF.
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d) Signalisation de TLR4

La voie dépendante de MyD88

Une des voies qui peut étre induite suite a I'activation de TLR4 est la voie dépendante
de la protéine MyD88. L’adaptateur MyD88 est constitué d’'un domaine TIR et d’'un
domaine DD (death domain). C’est grace a ce dernier que la protéine MyD88 va
recruter d’autres molécules impliquées dans la cascade de signalisation. Suite a
I'activation du TLR, la protéine MyD88 forme un complexe avec des membres de la
famille des kinases IRAK afin de former le myddosome (Lin et al., 2010). Pendant la
formation de ce complexe, IRAK4 va activer IRAK1 qui va alors s’auto-phosphoryler
sur plusieurs sites puis se dissocier de MyD88 (Kollewe et al., 2004). IRAK1 va ensuite
s’associer a TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor 6) qui va
indirectement activer TAK1 (Chen, 2012). Une fois activé, TAK1 déclenche deux voies
de signalisation différentes : la voie NF-kB liée au complexe IKK d’une part, et la voie
des MAPKs d’autre part. L’activation de la voie NF-kB conduit a 'expression de génes
pro-inflammatoires tandis que l'activation de la voie des MAPKs médie notamment
I'induction des facteurs de transcription de la famille AP-1 ou la stabilisation de TARNm

afin de réguler les réponses inflammatoires (Akira et al., 2006).

La voie dépendante de TRIF

Une étude a mis en évidence que les souris déficientes pour MyD88 ne produisaient
pas de TNF ou d’IL-6 en réponse a une exposition a des composants microbiens
reconnus par les récepteurs TLR2, TLR4, TLR5, TLR7 et TLR9 (Adachi et al., 1998).
La protéine MyD88 joue donc un réle essentiel dans la réponse a un large spectre de
produits microbiens. Cependant, on observe une activation de NF-kB, bien que plus
tardive, chez des macrophages déficients pour MyD88 stimulés au LPS. Cette réponse
dépend de la voie TRIF capable d’activer les voies NF-kB et MAPKs et ainsi d’induire
la production de cytokines, de chimiokines inflammatoires et d’interféron de type 1.

Seul le récepteur TLR4 est capable d’activer aussi bien la signalisation dépendante de
la protéine MyD88 que de TRIF. L’ensemble des autres TLRs est seulement capable
d’activer la voie dépendante de MyD88 a I'exception du récepteur TLR3 qui n’a recours
gu’a la voie dépendante de TRIF. La différence entre TLR3 et TLR4 dans I'activation

de cette voie indépendante de MyD88 se situe dans le recrutement de la protéine
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TRIF. En effet, TLR3 est capable de recruter directement TRIF tandis que TLR4

requiert la présence d’un intermédiaire.

En résumé, les macrophages sont équipés avec un arsenal de récepteurs leur
permettant de reconnaitre une grande diversité d’agents infectieux et de signaux de

danger afin d’initier une réponse inflammatoire.

Partie 2 — Rbles des macrophages dans les
pathologies hépatiques

Dans le cadre de ma thése, je me suis particulierement intéressée aux macrophages
résidents du foie. Cet organe assure de nombreuses fonctions essentielles. |l interagit
notamment avec les systemes endocrinien et gastro-intestinal en contribuant a la
digestion et au métabolisme. Le foie est aussi le lieu de stockage des vitamines
liposolubles et participe a ’'homéostasie du cholestérol. Il joue également un role dans
’'hémostase en produisant des facteurs de coagulation et de nombreuses protéines. I
constitue d’autre part la premiére ligne de défense contre les organismes pathogénes
présents dans le sang. Ainsi, le foie assure de nombreuses fonctions vitales et une
dérégulation de ces fonctions peut étre a l'origine d’'une pathologie. Par ailleurs, cet
organe étant étroitement lié a l'intestin, il est particulierement sensible au stimuli
pouvant se trouver dans la circulation portale. Parmi les cellules hépatiques pouvant
répondre activement a ces stimuli 'on compte les cellules de Kupffer, macrophages

résidents du foie.

|. Le foie

1.1. Organisation structurelle

Le foie est constitué de plusieurs lobes inégaux. Chez ’lhomme, on en distingue quatre
dont deux majeurs : le lobe hépatique droit, le plus volumineux, et le lobe hépatique
gauche. Entre ces deux lobes majeurs, on distingue le lobe carré et le lobe caudé, qui

sont séparés par un sillon appelé le hile du foie. C’est au niveau du hile hépatique que
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la veine porte et l'artére hépatique pénétrent dans le foie et que passent les canaux
biliaires majeurs. Le foie est entouré d’'une gaine conjonctive, la capsule de Glisson.
Cette capsule fibreuse posséde une multitude de prolongements et divise le foie en
une multitude de lobules qui constituent la structure fonctionnelle du foie. Chaque
lobule est constitué d’'une veine centro-lobulaire en son centre et de plusieurs triades
portales en périphérie. Une triade portale regroupe une veine porte, une artére
hépatique ainsi qu’'un canal biliaire. Le lobule hépatique est structuré par des
hépatocytes qui s’organisent en travées autour desquelles va circuler le sang
provenant de la veine porte et de l'artére hépatique. Le foie bénéficie ainsi d’'une
double vascularisation. La circulation portale, qui contribue a hauteur de 70% du sang
arrivant dans le foie, drainent des éléments issus directement du tractus gastro-
intestinal et est ainsi particulierement riche en nutriments mais aussi parfois en
endotoxines (Malarkey et al., 2005). Les 30% restants sont apportés par l'artére
hépatique qui ameéne au foie un sang provenant du cceur et qui est riche en oxygéne
(Malarkey et al., 2005). Aprés des échanges avec les cellules hépatiques, le sang
circule de l'artére hépatique et de la veine porte vers la veine centro-lobulaire, qui
rejoint ensuite la veine cave inférieure par les veines sus-hépatiques. Le flux biliaire
est quant a lui opposé au flux sanguin. La bile est générée au sein des hépatocytes,
puis est recueillie dans les canaux biliaires intra-hépatiques. L’ensemble de ces
canaux vont se rejoindre pour former un seul canal hépatique commun dit extra-
hépatique. Ce canal hépatique commun rejoint ensuite le canal cystique au niveau du
hile pour former le canal cholédoque. Grace a ce canal, la bile se déverse dans le

duodénum ou elle pourra exercer ses fonctions digestives (Dadoune et al., 2000).
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Figure 7. Représentation schématique d’un lobule hépatique.

Le lobule hépatique constitue I'unité structurelle du foie. Il se compose d’une veine centro-lobulaire
a son centre et de triade portale en périphérie. Chaque triade portale est constituée d’'une veine
porte, d’une artere hépatique et d’un canal biliaire. Les hépatocytes structurent le lobule hépatique
en s’organisant en travées autour desquelles va circuler le sang provenant de la veine porte et de
I'artére hépatique.

Adapté de (Bessaguet and Desmouliere, 2021)

1.2. Fonctions hépatiques

I.2.1. Fonction de détoxification et d’épuration

Le foie représente I'un des principaux organes de détoxification. Cette fonction est
assurée par les lobules hépatiques qui constituent une structure filtrante du sang et
permet notamment la destruction de toxines, de médicaments et également de
nombreuses hormones comme l'insuline. Le foie joue également un réle majeur dans
le métabolisme des xénobiotiques en les transformant. Cette biotransformation a lieu
dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes et permet de transformer des
substances lipophiles en substances hydrophiles, afin de favoriser leur élimination.
Classiquement, ce processus de transformation est divisé en trois grandes phases : la
phase | permet I'hydroxylation du composé a éliminer, la phase Il la conjugaison de ce
dernier avec une protéine. Ces deux étapes permettent de transformer le composé

souvent trés hydrophobe en une molécule hydrosoluble plus facile a éliminer. La phase
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Il consiste en [l'excrétion active de ce dernier, a laide de transporteurs
transmembranaires, soit dans le flux sanguin afin d’étre éliminé au niveau rénal, soit
dans la bile afin d’étre éliminé via les féces, aprés sécrétion de la bile au niveau de
I'intestin (Modica et al., 2009; Sendensky and Dufour, 2011).

1.2.2. Fonction immunitaire

Le foie est idéalement placé pour détecter les agents pathogénes qui pénétrent dans
'organisme par l'intestin ou qui circulent dans le sang. Comme deux tiers de I'afflux
sanguin hépatique provient de la veine porte, et est donc enrichi en éléments issus de
I'intestin, le foie est un organe clé pour détecter, capturer et éliminer les endotoxines,
les bactéries ou les virus provenant du tractus intestinal. Le foie contient ainsi
d’abondantes populations de cellules immunitaires innées comme les cellules de
Kupffer ou les lymphocytes NK (Natural Killer) et il constitue donc une des premiéres
lignes de défense immunitaire, aprés lintestin, contre les pathogénes et les
endotoxines. Par ailleurs, comme le sang portal transporte un grand nombre de
molécules étrangéres mais inoffensives tels que les antigénes alimentaires, le foie doit
également mettre en place un seuil de tolérance contre ces molécules. (Sendensky
and Dufour, 2011; Tso and McGill, 2003). Ainsi, il existe un équilibre entre immunité et
tolérance qui est essentiel a la fonction hépatique pour maintenir un état
immunotolérant. Toutefois, le foie est capable d’organiser une réponse immunitaire

rapide et robuste lorsque cela est nécessaire (Kubes and Jenne, 2018).

I.2.3. Fonctions de stockage et de production

Le foie est le lieu de stockage de nombreux composés tels que les vitamines
liposolubles et le fer. Il joue également un réle majeur dans le maintien de la glycémie
par sa capacité a stocker le glucose sous forme de glycogéne ainsi qu’a métaboliser
les glucides via la néoglucogenése, la glycogénogénése et la glycogénolyse. Les
composeés stockés par le foie peuvent ensuite étre libérés dans la circulation selon les
besoins de I'organisme. Le foie est également un organe ou a lieu la synthése d’un
grand nombre de protéines utiles a 'ensemble de I'organisme. Ainsi, de nombreuses
protéines circulant dans le sang sont produites et sécrétée par le foie. Il s’agit

notamment de protéines « cargos » plasmatiques telles que I'albumine, la transferrine

42



ou les apolipoprotéines mais aussi de protéines aux fonctions immunitaires telles que
le complément ou les facteurs de coagulation (Sendensky and Dufour, 2011). De plus,
le foie joue un role majeur dans le métabolisme des stéroides et des acides gras via
la synthése et la dégradation du cholestérol, la lipogenése de novo ainsi que la
synthése des triglycérides. Ainsi, du fait de ses capacités de stockage et de synthése,
le foie participe a un grand nombre de fonctions biologiques et notamment a la
régulation du métabolisme énergétique de I'organisme en adaptant son action selon

le statut nutritionnel.

1.3. Types cellulaires présents dans le foie

Le foie est constitué de différents types cellulaires. Les hépatocytes sont le type
cellulaire majoritaire et représentent environ deux tiers des cellules hépatiques. On
retrouve également les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules étoilées, les
cholangiocytes, ainsi que les cellules de Kupffer (Racanelli and Rehermann, 2006).
Les hépatocytes, organisés en travées au sein des lobules, possédent des fonctions
spécialisées, notamment métaboliques, en fonction de leur localisation. Les
hépatocytes sont polarisés : ils possedent une face apicale canaliculaire par laquelle
la bile est sécrétée et une face basolatérale sinusoidale. Une fois sécrétée dans les
canalicules, la bile est en contact direct avec les cholangiocytes, des cellules
épithéliales jouant un réle particuliérement important dans la modification de la bile
sécrétée par les hépatocytes. Les cholangiocytes forment également une barriére
contre les éventuels microorganismes et autres molécules nocives présentes dans la
bile grace a leurs jonctions serrées. Ce role de barriere protectrice est aussi joué par
les travées hépatocytaires qui sont bordées par les sinusoides hépatiques dont les
parois sont tapissées de cellules endothéliales sinusoidales (LSECs). Les LSECs ne
forment pas seulement une barriere entre la circulation sanguine et le parenchyme,
elles jouent aussi des rbles physiologiques importants. Elles assurent ainsi
I'élimination par endocytose des pathogenes rencontrés. Elles ont également des
fonctions immunologiques innées et adaptatives, notamment la présentation
d’antigénes et le maintien de I'’équilibre entre la tolérance et les réponses immunitaires
effectrices (Shetty et al., 2018). Enfin, elles permettent le passage de substances
présentes dans la circulation sanguine tels que les nutriments essentiels. Dans des

conditions inflammatoires, elles peuvent aussi influencer la composition des
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populations immunitaires hépatiques en médiant la diapédése de cellules via la

sécrétion de chimiokines et I'expression de molécules d’adhésion (Shetty et al., 2018).
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Figure 8. Représentation schématique d’un sinusoide hépatique.

Différents types cellulaires constituent le foie. Les hépatocytes sont les principales cellules de cet
organe qui est également composé de cellules endothéliales tapissant les vaisseaux sanguins, de
cellules de Kupffer localisées dans les sinusoides hépatiques, de cellules étoilées ou de cholangiocytes
formant les canaux biliaires. Chacun de ces types cellulaires assurent des fonctions précises dans le
foie afin de maintenir 'homéostasie tissulaire.

Adapté de (Ehrlich et al., 2019)

Les LSECs interagissent avec différents types cellulaires tels que les cellules de
Kupffer ou encore les cellules étoilées du foie. Les cellules étoilées, localisées dans
'espace de Disse, représentent une population de cellules qui a I'état quiescent
stockent la vitamine A et qui en conditions pathologiques peuvent proliférer,
synthétiser des éléments de |la matrice extracellulaire et ainsi participer a la mise en
place d’'une fibrose hépatique. Les cellules étoilées peuvent elles aussi interagir avec
les cellules de Kupffer, et nous nous intéresserons plus particulierement a ces

derniéres ci-dessous.
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1.4. Les cellules de Kupffer, macrophages résidents du
foie

Le foie héberge une population de macrophages résidents appelés cellules de Kupffer

(KCs). Ces cellules d’origine embryonnaire sont localisées au sein des sinusoides
hépatiques en contact avec les LSECs et sont donc idéalement positionnées pour
interagir avec les éléments du sang arrivant par la veine porte ou la veine centrale. De
nombreuses études attribuent un réle central des KCs dans l'inflammation, notamment
dans le développement de pathologies hépatiques telles que I'hépatite virale, les
carcinomes hépatocellulaires, la cirrhose alcoolique ou la stéatohépatite non-

alcoolique.

1.4.1. Ontogénie

Comme une majorité de macrophages résidents, les KCs s’établissent t6t lors du
développement a partir de progéniteurs embryonnaires. Cependant, les avis divergent
au sein de la communauté scientifique quant a leur origine précise. D’'une part, il a été
proposé que les monocytes du foie feetal issus des cellules souches hématopoiétiques
pouvaient se différencier en macrophages résidents, parmi lesquels, les KCs (Sheng
et al.,, 2015b). Par ailleurs, d’autres groupes suggérent que les progéniteurs
eérythromyéloides dérivés du sac vitellin peuvent non seulement se différencier en
monocytes du foie foetal (Hoeffel and Ginhoux, 2015) mais également donner
directement naissance a un pré-macrophage, tous deux précurseurs des
macrophages résidents dont les KCs (Kim et al., 2016). L’origine des KCs est donc

bien embryonnaire mais leur(s) précurseur(s) exact(s) restent encore sujet a débat.
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Figure 9. Modéle actuel du développement des KCs.

Les KCs sont localisées dans les sinusoides hépatiques. Plusieurs origines leur sont attribuées.
Ces cellules peuvent dériver de progéniteurs érythromyéloides du sac vitellin différencies en pré-
macrophage et/ou se différencier a partir de monocytes du foie foetal. Ces monocytes seraient
issus des progéniteurs érythromyéloides du sac vitellin et/ou des cellules souches
hématopoiétiques. L’origine exacte des KCs reste ainsi controversée. Une fois établies, les KCs

se maintiennent par prolifération locale indépendamment des monocytes circulants.

Une fois établies chez l'adulte, les KCs se maintiennent par prolifération locale en
conditions d’homéostasie et ce indépendamment des monocytes circulants
(Hashimoto et al., 2013). Ainsi, dans le foie, la niche de macrophages demeure
peuplée au cours de la vie par des KCs d’origine embryonnaire (EmKCs) grace a leur
capacité d’auto-renouvélement (Soucie et al., 2016). Les signaux spécifiques
conduisant a la différenciation des KCs proviennent des LSECs et des HSCs. Il a ainsi
été montré que la production du ligand de Notch DLL4 par ces cellules était essentielle
pour activer le facteur LXRa qui détermine l'identité des KCs et leur survie (Bonnardel
et al., 2019; Scott et al., 2018).
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Dans des conditions inflammatoires ou dans un contexte de déplétion non
physiologique des EmKCs, les monocytes circulants peuvent se différencier en KCs
et ainsi participer au pool de KCs (Blériot et al., 2015; Scott et al., 2016). Les KCs sont
donc des macrophages résidents d’origine embryonnaire qui se maintiennent par
prolifération locale. Suite a leur déplétion, elles peuvent étre remplacées par des KCs

d’origine monocytaire.

1.4.2. Fonctions des KCs

Méme si I'implication des KCs dans de nombreuses pathologies a été suggérée, leurs
modes d’action précis demeurent largement méconnus. Jusqu’a récemment, la
majorité des études s’intéressant a la fonction des KCs ont été réalisées via des
approches de déplétion qui ne sont pas spécifique des KCs. Les chercheurs ont
souvent eu recours a l'utilisation de liposomes contenant du clodronate, une molécule
pro-apoptotique, afin d’étudier le role des KCs. Ces liposomes sont phagocytés par les
macrophages ce qui induit leur mort par apoptose. Cependant, les effets des
liposomes contenant du clodronate ne sont pas spécifique d’un tissu ou d'un type
cellulaire donné. En effet, sont ciblés par cette approche les monocytes circulants, les
cellules dendritiques ainsi que les macrophages de nombreux tissus (foie, rate, moelle
osseuse, ...) (Moreno, 2018). Par conséquent, parmi les fonctions qui ont pu étre
attribuées aux KCs, certaines restent a étre formellement établies tandis que d’autres
sont aujourd’hui reconnues et acceptées au sein de la communauté scientifique.

Les KCs jouent potentiellement un role dans le métabolisme intravasculaire des
lipides, notamment le cholestérol. En effet, chez ’lhomme, elles représentent la source
majeure de CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein), une protéine plasmatique
impliquée dans la régulation des concentrations circulantes de HDL (High Density
Lipoprotein) et des VLDL (Very Low Density Lipoprotein), les lipoprotéines de haute et
tres faible densité (Wang et al., 2015). La CETP permet de stimuler le transfert d’ester
de cholestérol et de triglycérides entre les VLDL et les HDL afin que ces derniers les
acheminent au foie pour élimination.

Un autre réle des KCs consiste a éliminer les globules rouges sénescents via
I'érythrophagocytose. Les KCs assurent la clairance des érythrocytes stressés ou
sénescents via leurs récepteurs de surface MARCO, CD36 et SR-A1 (Theurl et al.,

2016, 2008; Willekens et al., 2005). Toutefois, I'absorption excessive de globules
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rouges stressés pourrait entrainer la mort des KCs embryonnaires (Theurl et al., 2016).
Suite a la phagocytose des érythrocytes, les KCs assurent le recyclage du fer et
expriment I'ensemble des génes impliqués dans l'absorption, la transformation et
'export du fer (Theurl et al., 2008). Ainsi, les KCs participent a I'élimination des
globules rouges stressés ou sénescents et jouent un réle majeur dans la régulation du
métabolisme du fer.

Dans un contexte d’infection bactérienne transmise par le sang, les KCs sont capables
d’interagir avec les plaquettes présentes dans la circulation afin d’éradiquer l'infection.
En effet, suite a la phagocytose de la bactérie par les KCs, on observe I'agrégation
des plaquettes avec ces KCs et cette collaboration promeut la clairance bactérienne
(Wong et al., 2013). Dés lors que les plaquettes deviennent sénescentes, les KCs
participent aussi a leur élimination de la circulation (Deppermann et al., 2020). Les
KCs participent également a la clairance de corps apoptotiques grace a leur capacité
de phagocytose (Surewaard et al., 2016). Elles assurent donc la premiére ligne de
défense de I'organisme contre les agents pathogénes.

Les KCs pourraient également jouer un rdle dans la détoxification du sang voyageant
depuis l'intestin vers le foie via la veine porte. Ce sang est susceptible de contenir des
endotoxines et méme des entéro-pathogénes dans des cas extrémes. Les KCs sont
ainsi capables d’internaliser les métabolites dérivés des bactéries libérés dans la
circulation portale (Balmer et al., 2014). Dans certaines conditions pathologiques telles
que les maladies métaboliques, une altération de la perméabilité de la barriere
intestinale peut étre observée et de nombreux PAMPs tels que le LPS ou la flagelline
peuvent alors circuler dans le sang portal. De par leur localisation sinusoidale, les KCs,
qui expriment de nombreux TLRs, dont TLR4, pourraient étre activées par ces PAMPs
et ainsi participer a I'inflammation hépatique en sécrétant des cytokines inflammatoires
(TNF, IL-6, IL-10...), des chimiokines (CCL2, CCL5...) ainsi que des espéces réactives
de I'oxygéne (ROS).

1.4.3. Cibler spécifiqguement les KCs afin de les étudier

L’absence d’outils permettant de cibler spécifiquement les KCs a longtemps constitué
un frein a leur étude. Néanmoins, de nouveaux outils et de nouvelles méthodes ont pu
étre développés ces dernieres années afin de mieux appréhender les réles de ces

cellules, notamment dans les pathologies hépatiques chroniques. Les KCs peuvent
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étre identifiées grace aux marqueurs F4/80 (Horst et al., 2016) ou CD68 (famille de
domaines de lectines), ou du marqueur CD64 plus spécifigue des macrophages
(Gautier et al., 2012; Ginhoux and Guilliams, 2016b). Cependant ces marqueurs ne
permettent pas de distinguer les KCs des éventuels macrophages dérivés des
monocytes présents en conditions inflamamtoires. Plusieurs études ont montré que
les KCs murines expriment de maniére spécifique Timd4 (Scott et al., 2016; Theurl et
al., 2016), Vsig4 (CRIg) (Beattie et al., 2016; Helmy et al., 2006) ainsi que Clec4f, une
lectine de type C (Lavin et al.,, 2014; Scott et al., 2016; Yang et al., 2013).
L’identification de marqueurs spécifiques des KCs représente une avancée majeure
puisqu’elle a permis d’optimiser leur étude par la cytométrie en flux mais également
de développer plusieurs outils permettant de les cibler de maniére spécifique in vivo.
Ainsi, un modéle murin dans lequel les KCs expriment le récepteur a la toxine
diphtérique sous le contrdle du promoteur du gene Clec4f a été généré (Scott et al.,
2016). Dans ce modele, 'administration de toxine diphtérique entraine une déplétion
quasi totale des EmKCs en 24 heures. Suite a cette déplétion et son effet
inflammatoire, des monocytes circulants sont recrutés dans le foie et sont alors
capables d’adopter progressivement le profil transcriptionnel des KCs d’origine
embryonnaire et de rétablir le pool de KCs. Ces KCs dérivées des monocytes (MoKCs)
se maintiennent sur le long terme par auto-renouvelement telles que leurs homologues
embryonnaires.

Sur la base de ce travail, une lignée de souris Clec4f-cre a été établie afin de cibler
spécifiquement les KCs. Lorsqu’elles ont été croisées avec des animaux Zeb2M il a
pu étre admis que Zeb2 joue un réle majeur dans l'identité tissulaire des KCs (Scott et
al., 2018). Dans cette méme étude, les souris ont aussi été croisées avec des Nr1h3M,
gene codant le facteur LXRa, afin de montrer le réle déterminant de LXRa dans
I'identité des KCs et leur survie (Scott et al., 2018). Ainsi, l'utilisation de ce modeéle
s’avere particulierement pertinente dans I'étude des fonctions des KCs et permettra
de découvrir de nouveaux rOles de ces cellules dans divers contextes

physiopathologiques.
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ll. Pathologies hépatiques aigues et chroniques

Dans le cadre de ma thése, je me suis principalement intéressée aux macrophages
hépatiques en conditions physiopathologiques. Certaines pathologies hépatiques sont
dites aigues de par leur apparition brutale et leur évolution rapide sur un lapse de
temps réduit. Les causes principales sont multiples allant de linfection virale a
I'intoxication médicamenteuse. Un versant de ma thése a ainsi consisté a étudier le
réle de linflammation médiée par les cellules de Kupffer dans un modéle murin
d’hépatite aigle. Parmi les pathologies hépatiques chroniques, I'affection la plus
fréquente est la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). Elle se définit comme un
continuum d’altérations hépatiques allant de la stéatose simple et bénigne a la
stéatohépatite non alcoolique (NASH). La NASH est une maladie évolutive
caractérisée par un stockage excessif de lipides dans le foie auquel s’ajoute une
inflammation chronique voire une fibrose. Une partie de mes travaux de thése a eu
pour but d’étudier la diversité des macrophages hépatiques en termes de phénotypes

et de fonctions au cours de la NASH.

I1.1. Les pathologies hépatiques aigues (Acute Liver
Failure, ALF)

I1.1.1. Définition

L’insuffisance hépatique aiglie se définit comme une lésion hépatique grave,
potentiellement mortelle mais qui peut étre réversible. Elle survient le plus souvent
chez des patients qui ne présentent pas de maladies hépatiques préexistantes
diagnostiquées. La rareté de I'ALF ainsi que sa gravité et son hétérogénéité ont
conduit a la génération d’'une base de données trés limitée, cela présente donc des
défis uniques en matiere de gestion clinique.

La présentation clinique de I'ALF comprend généralement, entre autres, un
dysfonctionnement hépatique, des valeurs biochimiques hépatiques anormales et une

coagulopathie, menant a un décés dans prés de la moitié des cas.
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I1.1.2. Causes de I’ALF

L’hépatite virale et 'hépatite médicamenteuse constituent les deux causes les plus
fréquentes d’ALF dans le monde (Bernal and Wendon, 2013). D’autres causes existent
telles que les lésions hépatiques induites par 'hypoxie ou la septicémie.

Les hépatites A et E constituent les principales causes d’ALF induites par les virus, et
sont majoritairement observées dans les pays en voie de développement (Acharya et
al., 2002). Le virus de I'hépatite B peut aussi parfois provoquer une ALF suite a une
infection aiglie ou bien aprés le début d’un traitement immunosuppresseur menant a
la réactivation du virus. Dans ce dernier cas, la survie est particuliérement faible.
L’infection au virus de I'hépatite C seul induit quant a elle rarement une ALF. Dans
d’autres cas plus rares, le virus de I'herpés simplex (HSV), le cytomégalovirus (CMV)
ou le virus d’Epstein-Barr (EBV) peuvent causer une ALF.

Les lésions hépatiques d’origine médicamenteuse représentent une cause majeure
d’ALF dans les pays développés. La plus fréquente est celle induite par
'acétaminophéne (paracétamol) ingéré en surdose et donc prévisible (Reuben et al.,
2016). Parfois, elle peut étre imprévisible et se déclarer indépendamment de la dose
administrée. L’acétaminophéne est également un cofacteur potentiel de Iésion
hépatique chez les patients présentant une pathologie hépatique sous-jacente et
prenant ce médicament. Ainsi, la malnutrition et I'abus d’alcool représentent des
facteurs de risque majeur quant a I'hépatotoxicité induite par ce médicament (Heard
etal., 2007). Comme les ALF d’origine virale, ’ALF médicamenteuse présente souvent
un pronostic sévére et nécessite fréequemment une transplantation hépatique.

L’ALF peut aussi étre causée par une ischémie hépatique due a un apport insuffisant
de sang oxygéné au foie, comme chez les patients présentant une insuffisance
cardiaque grave (Taylor et al.,, 2012). D’autres causes peuvent étre a l'origine de
'ischémie hépatique telles que I'hypotension due au choc septique ou a l'insuffisance
pulmonaire. Le pronostic a court terme de 'ALF causée par une ischémie est bon et il
est rare qu’elle nécessite le recours a une transplantation hépatique (Heard et al.,
2007). Une restauration du volume intravasculaire ainsi qu’'une amélioration rapide de

’'hémodynamique cardiaque suffisent généralement comme traitement.
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I1.1.3. Physiopathologie de ’'ALF

La physiopathologie de 'ALF dépend de son étiologie. Dans 'ensemble, I'ALF survient
lorsque la mort des hépatocytes dépasse la capacité de régénération du foie. La mort
des hépatocytes au cours de 'ALF met en jeu les voies de nécrose et/ou d’apoptose.
Contrairement a la nécrose des hépatocytes qui est une conséquence de la déplétion
d’ATP provoquant un gonflement cellulaire ainsi qu’'une rupture de la membrane des
cellules, 'apoptose correspond a I'exécution d’'un programme de mort dépendant de
'’ATP et conduisant a une résorption ordonnée des noyaux et du cytoplasme cellulaire.
L’apoptose permet donc de minimiser la réponse inflammatoire, tandis que la nécrose
la favorise en relarguant de multiples DAMPs. Dans certaines formes d’ALF,
'apoptose massive des hépatocytes constitue le mode majeur de mort cellulaire.
L’apoptose se produit principalement via deux voies de signalisation : une voie
extrinseéque médiée par les « death receptors » et une voie intrinséque médiée par les
mitochondries. Les « death receptors » sont des protéines transmembranaires parmi
lesquels les plus décrits dans I'ALF sont les récepteurs CD95 (Fas) et TNF-R1 (TNF-
receptor 1). La liaison de leur ligands respectifs, FasL et TNF, conduit au recrutement
de plusieurs protéines adaptatrices dont FADD (Fas-associated protein with death
domain), TRADD (TNF-R1-associated death domain protein) ainsi que la pro-caspase
8. Ces protéines forment alors le complexe DISC (death-inducing signaling complex)
dans lequel la caspase 8 est active. Ce complexe DISC suffit a induire la mort cellulaire
dans certains types cellulaire, et ce indépendamment de la voie d’apoptose
mitochondriale. La voie intrinséque médiée par les mitochondries, quant a elle, peut
étre activée par divers signaux intra- ou extracellulaires tels qu’un stress du réticulum
endoplasmique, une déficience en facteurs de croissance ou encore un stress oxydatif
conduisant a la production de ROS. Suite a la reconnaissance d’'un de ces signaux, la
voie de signalisation intrinséque conduit a I'activation de Bax et Bak, des protéines
pro-apoptotiques membres de la famille Bcl-2. Ces protéines induisent un
dysfonctionnement mitochondrial a l'origine du relargage dans le cytoplasme de
plusieurs facteurs apoptogéniques qui contribuent a I'activation de protéases et a la
dégradation de la chromatine. Cette forme d’apoptose a en commun avec la nécrose
le fait qu’elle met en jeu un dysfonctionnement mitochondrial. Lors de la nécrose, on
observe une augmentation de la perméabilité membranaire des mitochondries et une

déplétion en ATP intracellulaire. Ces processus aboutissent au gonflement des
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mitochondries et a la rupture de la membrane mitochondriale externe. De plus, une
forte augmentation des concentrations de calcium intracellulaire et la formation de
ROS contribuent également a la nécrose. La nécrose conduisant a la libération du
contenu intracellulaire, celle-ci est donc généralement associée a de l'inflammation.
Elle s’'oppose ainsi a I'apoptose au cours de laquelle les cellules apoptotiques sont

rapidement éliminées par les phagocytes, sans générer d’'inflammation incontrolée.
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Figure 10. Mécanismes de mort cellulaire induits par la cytokine TNF.

Des changements environnementaux peuvent étre a [lorigine de modifications post-
traductionnelles de la protéine RIP1 notamment et basculer la signalisation de TNF de I'expression
de genes inflammatoires vers la mort cellulaire par apoptose. Ainsi, le statut d’ubiquitination de
RIP1 détermine la balance de cette signalisation dépendante de TNF entre 'activation de génes
pro-survie et la mort cellulaire. Suite a l'ubiquitination de RIP1, un complexe intracellulaire est
assemblé. Ce complexe formé dans la voie d’apoptose cellulaire dépendante de RIP1 est centré
autour de la caspase 8 et de la protéine FADD (Fas-associated death domain).

Adapté de (Webster and Vucic, 2020)

Les cytokines jouent un réle majeur dans les Iésions hépatocytaires observées dans

un contexte d’ALF. En effet, on observe dans 'ALF un déréglement du réseau de

cytokines (Trautwein and Koch, 2013). Il a été montré que les cytokines TNF et IL-6
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étaient fortement élevés dans le foie et le sérum des patients atteints d’ALF (Chastre
etal., 2012). La cytokine IL-6 est I'un des principaux inducteurs de la réponse en phase
aigué dans les hépatocytes (Streetz et al., 2001). La cytokine TNF quant a elle peut
favoriser 'apoptose mais aussi la nécrose des hépatocytes. L’inflammation joue ainsi
un réle central dans la mort des hépatocytes au cours de I'ALF. Ainsi, chez les patients
atteints d’ALF, les taux sériques de TNF sont directement corrélés au pronostic des
patients (Chastre et al., 2012). De plus, dans les modéles murins d’ALF, l'utilisation
d’anticorps neutralisants anti-TNF permet d’atténuer la sévérité de la pathologie. Ainsi,

les cytokines TNF et IL-6 jouent un role central dans la pathogenése de I'ALF.

I1.1.4. Traitements de I’ALF

En général, les patients présentant des lésions hépatiques hyperaigies ont une
meilleure survie a court terme que les patients présentant des lésions hépatiques a
évolution lente. Le pronostic de 'ALF dépend de la durée de la pathologie mais la
cause de la lésion reste le prédicteur principal de I'évolution de 'ALF. Dans le cas
d’'une ALF induite par de I'acétaminophéne, un traitement a I'acétylcystéine permet de
prévenir les lésions hépatiques si elle est prise dans les 12 heures suivant I'ingestion
de paracétamol (Waring, 2012). Les taux de survie se sont considérablement
améliorés ces derniéres années grace aux progrés de la prise en charge en soins
intensifs et au recours a la transplantation hépatique qui est utilisée chez prés de 30%
des patients souffrant d’ALF et constitue toujours une alternative vitale a la prise en

charge médicale.

I1.1.5. Modeles murins de ’'ALF

La disponibilité de modéles expérimentaux adéquats est d’'une importance cruciale
afin de mieux comprendre cette affection et de tester I'efficacité de nouvelles
interventions thérapeutiques. Nous décrivons les principaux modéles utilisés dans la

littérature ci-dessous.
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a) ALF induite par une surdose en acétaminophéene

Un des modeéles murins qui reproduit fidélement la physiopathologie des Iésions
hépatiques de I'ALF observée chez ’lhomme est le surdosage aigu en acétaminophéne
(Davis et al., 1974; McGill et al., 2012; Xie et al., 2014). En conditions normales,
'acétaminophéne est métabolisé par le foie ou il subit une biotransformation et est
ensuite excrété par les reins. En cas d'excés, ces voies sont saturées et
'acétaminophéne est métabolisé par le systéme enzymatique du cytochrome P450
(Black, 1980; Boyd and Bereczky, 1966; Boyd and Hogan, 1968; Davidson and
Eastham, 1966). Cela conduit a la formation d’'un métabolite réactif, la N-acétyl-p-
benzoquinone imine (NAPQI) sur lequel repose le mécanisme de toxicité de
'acétaminophéne. En effet, si ce composé n’est pas rapidement conjugué avec du
glutathion endogéne, il provoque alors de sévéres Iésions cellulaires dues a la nécrose
des hépatocytes (Corcoran et al., 1980; Jollow et al., 1974; Mohandas et al., 1981).
En effet, le NAPQI se lie aux protéines mitochondriales ce qui entraine la formation
d’adduits protéiques et favorise le déclenchement du stress oxydant mitochondrial. La
combinaison de ce dysfonctionnement mitochondrial massif et des dommages a ’ADN
constitue les principales causes de la nécrose dans ce modéle d’ALF (Gujral et al.,
2002).

b) ALF induite par I'activation du récepteur de mort Fas

Le récepteur Fas est une glycoprotéine transmembranaire membre de la famille des
récepteurs du TNF. Ce récepteur comporte un « death domain » (domaine de mort)
lui permettant d’assembler un complexe de signalisation induisant la mort cellulaire
par apoptose. Certaines cellules exprimant le récepteur Fas, et notamment les
hépayocytes, peuvent donc entrer en apoptose suite a la liaison du ligand FaslL a son
récepteur. Ainsi, 'administration de FasL a des souris constituent un modéle
d’apoptose hépatocellulaire et d’ALF. Dans la premiére heure suivant 'administration
du ligand de Fas, on observe une apoptose sélective avec des modifications
morphologiques telles que le rétrécissement des cellules, la condensation de la
chromatine et la formation de corps apoptotiques. En paralléle, des modifications
biochimiques sont également observées telles que l'augmentation des activités

enzymatiques, la fragmentation de I’ADN nucléaire mais sans libération d’enzymes
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hépatiques telles que I'alanine aminotransférase (ALT). Dans un deuxi€éme temps,
'apoptose massive laisse place a une nécrose secondaire caractérisée par une
libération importante d’ALT, une hémorragie puis finalement aboutit a la mort de
I'animal (Bajt et al., 2000; Ogasawara et al., 1993). Ce modéle a été particulierement
étudiée afin de mieux comprendre les mécanismes de signalisation de I'apoptose
notamment dans les maladies auto-immunes (Singer et al., 1994; Steinberg, 1994),

mais aussi dans les cancers (Hammam et al., 2012; Kim et al., 2004).

c) ALF induite par le traitement LPS — D-Galactosamine

La co-injection de lipopolysaccharide (LPS) a faible dose et de D-Galactosamine (D-
GalN) constitue un modeéle expérimental largement utilisé dans I'étude des ALF
(Galanos et al., 1979). Le D-GalN est un sucre aminé qui entraine une déplétion des
nucléotides d’uridine ainsi qu’une inhibition de la synthése d’ARNm lorsqu’il est
métabolisé par les hépatocytes. Les hépatocytes sont donc incapables de synthétiser
des genes anti-apoptotiques, et ce pendant plusieurs heures (Decker and Keppler,
1974). Le D-GalN sensibilise ainsi les hépatocytes a la mort cellulaire. Dans le méme
temps, le LPS induit la production de cytokine pro-inflammatoires (TNFc, IL-6 et IL-1[3)
capables d’induire 'apoptose des hépatocytes sensibilisés par le D-GalN (Mignon et
al., 1999). Ainsi 'administration de D-GalN couplée a une faible dose de LPS peut
entrainer la mort de I'animal en quelques heures seulement. Afin de protéger les souris
de la létalité, [l'utilisation d'un anticorps neutralisant anti-TNF s’est avéré
particuliérement efficace (Nowak et al., 2000). Un traitement a l'uridine permet aussi
de protéger les souris de I’hépatotoxicité induite par le LPS/D-GalN.

Ce modele est particulierement utile pour étudier les mécanismes de l'inflammation
menant a la mort par apoptose des hépatocytes. Son principal avantage, outre sa
capacité a reproduire la pathogenése de I'ALF observée chez ’lhomme, est sa rapidité
d’exécution ainsi que sa reproductibilité. Ce modéle a permis d’acquérir de nouvelles
connaissances fondamentales sur les mécanismes des lésions hépatiques associés a
'ALF. Au cours de ma thése, j'ai eu I'occasion d’utiliser ce modéle afin de mieux
comprendre le réle de l'inflammation médié par les KCs dans la mortalité induite par
le LPS/D-GalN.

56



11.2. L’insuffisance hépatique aigle sur maladie
chronique

L’insuffisance hépatique aigle sur maladie chronique (Acute-on-chronic liver failure,
ACLF) est une condition grave observée chez les patients atteints d’'une pathologie
hépatique chronique connue et présentant une décompensation aigue.

La pathophysiologie de I'ACLF est encore largement inconnue. L’inflammation
systémique pourrait y jouer un réle prépondérant. En effet, les patients atteints de ce
syndrome présentent une inflammation systémique et un stress oxydatif important
(Claria et al., 2016; Fernandez et al., 2018). Des études ont montré que l'intensité de
inflammation systémique était directement corrélée a la gravité du syndrome (Claria
et al., 2016). Le terme d’ACLF est né d’études montrant le développement d’un
syndrome associé a un risque élevé de déces chez des patients atteints d’une cirrhose
(Jalan and Williams, 2002). Trois éléments majeurs caractérisent ce syndrome : (1) il
survient dans un contexte d’inflammation systémique intense, (2) il se développe
fréequemment suite a un événement pro-inflammatoire (par exemple des infections ou
une hépatite alcoolique), (3) il peut étre associé a la défaillance d’'un ou plusieurs
organes.

Chez la moitié des patients présentant une ACLF, I'événement aigu déclencheur est
une infection. Les microbes responsables sont le plus souvent des bactéries, mais des
champignons peuvent aussi étre impliqués (Fernandez et al., 2018). De plus, chez
40% des patients atteints de cirrhose et présentant une inflammation systémique ainsi
qu’une ACLF on peut observer la translocation de produits dérivés des bactéries de la
lumiére intestinale vers la circulation systémique (Fernandez et al., 2019). Les patients
atteints de cirrhose présentent des taux plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires
plus élevées que les patients sans cirrhose. Chez des monocytes de patients atteints
de cirrhose, la production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires stimulée
par le LPS est plus élevée que dans les individus sains (Gandoura et al., 2013; Tazi
et al., 2006). Les mécanismes de I'orage de cytokines induite par le LPS et associée
a la cirrhose demeurent mal compris méme s'’il a été suggéré qu’'un défaut dans le
rétrocontréle négatif de la signalisation TLR4 pourrait expliquer ces observations (Guo
and Friedman, 2010). Des études in vivo ont montré que les taux plasmatiques de TNF
sont significativement plus élevés chez les animaux cirrhotiques que chez les animaux

non cirrhotiques suite a une stimulation au LPS (Heller et al., 2000; Thabut et al.,

57



2007). De plus, les animaux cirrhotiques développent une apoptose et une nécrose
des hépatocytes en réponse au LPS, ce qui n'est pas le cas des animaux non
cirrhotiques (Tazi et al., 2007). |l a aussi été montré que dans les foies cirrhotiques, le
LPS provoquait un stress prolongé du réticulum endoplasmique menant a la
phosphorylation soutenue du facteur elF2a (Tazi et al., 2007). Or, la phosphorylation
de elF2a est connue pour limiter la traduction de la plupart des ARN (Malhi and
Kaufman, 2011). Dans ces conditions, la mort cellulaire des hépatocytes médiée par
le TNF dans les foies cirrhotiques pourraient s’expliquer par 'absence de traduction
en protéines des ARNm de génes de survie dépendant du facteur NF-kB. L’ensemble
de ces résultats a conduit a la théorie selon laquelle dans la cirrhose, la
reconnaissance du LPS pourrait entrainer des lésions hépatiques graves dues non
seulement a une réponse immunitaire innée excessive mais aussi a I'altération des
mécanismes impligués dans [I'homéostasie du réticulum endoplasmique des

hépatocytes.

11.3. La stéatohépatite non-alcoolique (NASH) comme
prototype des pathologies hépatiques chroniques

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) regroupe un large spectre de lésions
hépatiques allant d’'une stéatose bénigne a une stéatohépatite non alcoolique (NASH)
et pouvant méme évoluer vers une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire. La
NASH représente un enjeu sanitaire majeur car son incidence est en constante
augmentation dans le monde. Les options thérapeutiques actuelles étant limitées, une
meilleure compréhension des mécanismes contribuant a la pathogenése de la NASH

devrait faciliter la conception de médicaments innovants.

11.3.1. Epidémiologie

La NAFLD couvre un large spectre d’affections hépatiques dont les manifestations
cliniques ne deviennent problématiques qu’au stade de la NASH, lorsque les lésions
hépatiques, I'inflammation et la fibrose se superposent a la stéatose initiale (Friedman
et al., 2018). Les projections actuelles estiment que d’ici 2030 plus de 300 millions

d’individus développeront une NAFLD en Chine, plus de 100 millions aux Etats-Unis
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et 15-20 millions dans les principaux pays européens (Estes et al.,, 2018). Le co0t
économique actuel associé a la NAFLD et a ses comorbidités étant extrémement
élevés (O’Hara et al., 2020; Schattenberg et al., 2021; Younossi et al., 2016a), des
efforts considérables sont déployés pour la mise au point de traitements novateurs afin
de lutter contre cette maladie, pour laquelle il n’existe aujourd’hui aucun traitement

approuvé (Vuppalanchi et al., 2021).

11.3.2. Spectre de la NAFLD

La NAFLD est considérée comme la manifestation hépatique du syndrome
métabolique et est fortement associée a des comorbidités métaboliques, notamment
l'obésité, le diabéte de type 2, I'hyperlipidémie et I'’hypertension (Younossi et al.,
2016b). Le syndrome métabolique est la cause la plus courante de pathologie
hépatique chronique. On estime que ce syndrome est présent chez environ 25% de la
population mondiale adulte (Younossi et al., 2016b). La NAFLD est une maladie
progressive ou la stéatose (accumulation excessive de lipides dans les hépatocytes)
constitue le premier stade de la pathologie, qui peut éventuellement évoluer vers le
stade plus complexe de la NASH. La NASH se caractérise par la présence d'une
stéatose hépatique (affectant plus de 5% des hépatocytes), de Iésions
hépatocellulaires (avec un gonflement caractéristique des hépatocytes), de signes
d’'inflammation et de degrés variables de fibrose (Friedman et al., 2018). Cette maladie
présente une grande hétérogénéité dans ses manifestations cliniques et son évolution
(Eslam et al., 2020). En effet, les patients atteints de NASH et de fibrose avancée, soit
10 a 20% des patients atteints de NAFLD (Angulo et al., 2015; Ekstedt et al., 2015),
peuvent ensuite évoluer vers une cirrhose, un CHC et une maladie hépatique en phase
terminale nécessitant potentiellement une transplantation hépatique (Pais et al., 2016).

La NASH constitue donc une étape clé dans la progression clinique de la NAFLD.
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Figure 11. Spectre de la NAFLD et Iésions hépatiques associées.

Des coupes histologiques illustrent ici les différents stades de la NAFLD. Les goulttelettes lipidiques
sont les zones non colorées alors que les fibres de collagene sont colorées en bleu par le trichrome
de Masson. La NAFLD inclue notamment la stéatose simple ainsi que la stéatohépatite non
alcoolique (NASH) qui peut évoluer vers une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire.
L’accumulation de triglycérides au sein des hépatocytes définit I'état de stéatose. La NASH se
caractérise quant a elle comme une stéatose couplée a de l'inflammation, de la mort cellulaire ainsi
qu’a une fibrose. Lorsque cette fibrose s’étend de fagon considérable et irréversible, on parle alors
de cirrhose.

Adapté de (Cohen et al., 2011)

I1.3.3. Physiopathologie de la NASH

La NASH est une maladie multifactorielle complexe dont I'étiologie exacte n’est pas
encore complétement comprise. La stéatose hépatique, caractérisée par un stockage
accru des triglycérides dans le foie, peut résulter de la circulation des acides gras libres
libérés lors de la lipolyse du tissu adipeux, mais aussi de la synthése hépatique des
acides gras par lipogenése de novo (Donnelly et al., 2005). L'un des principaux
substrats de la lipogenése de novo est le fructose (Softic et al., 2016), qui est parfois
utilisé en association avec les graisses dans les modéles murins de la NASH induits

par régime alimentaire. En plus d’entretenir la lipogenése de novo, le fructose
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augmente également la perméabilité intestinale, ce qui peut entrainer une
inflammation hépatique. L’association de la lipogenése de novo a une augmentation
de la perméabilité intestinale précipite I'apparition de la NASH ainsi que la transition
de la NASH vers le CHC (Todoric et al., 2020).

Globalement, les données indiquent que I'accumulation hépatique de triglycérides et
de cholestérol crée un environnement propice au développement de la NASH. Les
stress médiés par les lipides peuvent induire des Iésions hépatiques en augmentant la
sensibilité des hépatocytes a 'apoptose. En effet, la stéatose induite par un régime
HFD a long terme sensibilise les hépatocytes a la mort cellulaire induite par les
cytokines (Imajo et al., 2012). Chez 'homme, I'apoptose des hépatocytes est plus
importante chez les patients atteints de NASH que chez ceux atteints d’'une simple
stéatose, ce qui est en corrélation avec des niveaux élevés de fibrose et d’'inflammation
(Feldstein et al., 2003). Cependant, d’autres types de mort cellulaire comme la
nécroptose pourraient également survenir au cours de la NASH et contribuer a sa
pathogenése (Schwabe and Luedde, 2018). Chez la souris, la mort des hépatocytes
peut a elle seule déclencher le développement de la NASH (Luedde et al., 2007). De
plus, il est important de noter que I'inflammation joue un réle crucial dans la mort des
hépatocytes au cours de la NASH. En effet, en limitant la signalisation induite par le
TNF, on réduit la mort des hépatocytes ainsi que les Iésions hépatiques, ce qui se
traduit par une réduction de la stéatose et de la fibrose hépatique (Wandrer et al.,
2020). Ainsi, la mort des hépatocytes constitue une caractéristique déterminante de la
pathogenese de la NASH.

Ainsi la charge lipidique des hépatocytes et I'inflammation fonctionnent ensemble au
cours de la NASH pour induire la mort des hépatocytes, ce qui conduit a des lésions
hépatiques, une inflammation accrue et une fibrose tissulaire. Le réle majeur de
'inflammation dans ces processus suggére que I'environnement hépatique, riche en

cellules immunitaires, peut moduler 'apparition et la gravité de la NASH.

11.3.4. Modélisation de l[a NASH

Divers modeéles animaux sont utilisés pour étudier la NAFLD et la transition de la NASH
vers le CHC. Toutefois, les modeéles reposant sur l'utilisation de régimes alimentaires

demeurent trés largement les plus utilisés.
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L’association étroite qui existe entre la NAFLD et la suralimentation, I'obésité et la
résistance a l'insuline a contribué a I'’émergence de divers modeéles induits par des
régimes. Ces régimes utilisent des formules diététiques enrichies en lipides. Les souris
nourries avec un régime riche en graisses (HFD) développent généralement une
stéatose hépatique mais présentent une inflammation limitée et aucune fibrose n’est
observable. Or I'inflammation et la fibrose hépatique constituent des composants clés
de la NASH (Matsumoto et al., 2013). Afin de remédier a ce biais, le régime HFD a été
supplémenté avec du cholestérol, des acides gras saturés tels que du palmitate ou du
fructose et/ou du saccharose afin d’accentuer [linsulino-résistance hépatique,
linflammation et la fibrose (Anstee et al., 2019; Ganz et al., 2015; Remmerie et al.,
2020; Wang et al., 2020). Ces régimes supplémentés, en particulier ceux enrichis en
graisses, en cholestérol et en fructose et/ou saccharose, sont souvent caractérisés de
« régimes occidentaux », bien que leur composition n’ait pas été normalisée et donc
varie selon les laboratoires. Une récente analyse systémique de la littérature sur les
modeles murins de NAFLD suggére que les régimes riches en graisses et en fructose
récapitulent le mieux les caractéristiques générales de la NAFLD humaine (Im et al.,
2021). Les régimes déficients en méthionine et/ou choline ont été largement utilisés
dans la recherche préclinique sur la NASH (Anstee et al., 2019; Hansen et al., 2017).
La choline est requise pour la sécrétion hépatique de triglycérides sous forme de
lipoprotéines de trés faible densité (VLDL), et sa déficience limite 'export des lipides
du foie vers les tissus périphériques et favorise donc leur accumulation au niveau des
hépatocytes. La méthionine est, quant a elle, indispensable a la [(-oxydation
mitochondriale hépatique des acides gras et son absence entraine un stress oxydant
favorisant I'inflammation hépatique. Le régime MCD induit donc a la fois une stéatose
et de linflammation qui favorise le développement d'une fibrose hépatique,
caractéristique de la NASH. De plus, le régime MCD enrichi en graisses et en
saccharose favorise I'apparition rapide d’'une stéatose macrovésiculaire hépatique,
d’'une inflammation lobulaire et d’'une fibrose péri-sinusoidale, ce qui récapitule les
changements ultrastructuraux observés dans la NASH humaine (Machado et al.,
2015). Le principal inconvénient de ce régime MCD réside dans I'hypercatabolisme
gu’il induit conduisant a une perte de poids et 'absence de résistance a l'insuline. Ainsi
un régime déficient en choline supplémenté par des niveaux élevés de graisses (60%
des calories apportées par les graisses) aussi connu sous le nom de régime HFD-CD

a été mis au point pour remplacer le régime MCD. Le régime HFD-CD augmente la
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masse grasse sur le long terme et altére 'homéostasie du glucose tout en induisant
une stéatose sévére, un ballonnement des hépatocytes, une infiltration de cellules
immunitaires, la formation de corps de Mallory-Denk et autant de caractéristiques de
la NASH humaine (Wolf et al., 2014).

11.4. Les macrophages dans les pathologies
hépatiques

11.4.1. Les macrophages hépatiques dans les pathologies
aigués

L’ALF se caractérise par la mort rapide et massive des hépatocytes par nécrose et/ou
apoptose (Antoine et al., 2009; Possamai et al., 2013) et conduit a la libération de
DAMPs (Woolbright and Jaeschke, 2017). De par leur nature hautement phagocytaire
et la pléthore de PRR présents a leur surface (Beattie et al., 2016; Scott et al., 2016,
2018), les KCs ont la capacité d’identifier et de répondre rapidement aux pathogénes,
PAMPs et DAMPs qui pénétrent dans le foie par la circulation sanguine (Crispe, 2009;
Krenkel and Tacke, 2017; Kubes and Jenne, 2018). De plus, grace a leurs interactions
avec les cellules endothéliales sinusoidales (LSEC), les cellules étoilées (HSC) et les
hépatocytes (Bonnardel et al., 2019; Gola et al., 2021; Sakai et al., 2019), les KCs
peuvent jouer un rdle important dans l'orchestration de la réponse hépatique aux
Iésions tissulaires et a l'inflammation. Ainsi, les KCs peuvent notamment détecter les
DAMPs libérés par les cellules hépatiques mourantes ou endommageées, tout en
communiquant avec ces cellules afin d’'ordonner les réponses appropriées.

Dans l'inflammation stérile, 'événement initial de la réponse inflammatoire consiste en
la reconnaissance par les KCs de DAMPs tels que HMGB1 (Gaskell et al., 2018). De
nombreuses études ont rapporté que lors de leur rencontre avec des stimuli
inflammatoires, les KCs produisaient des cytokines, des chimiokines ainsi que d’autres
médiateurs tels que les facteurs du complément et des prostaglandines (Krenkel and
Tacke, 2017; Woolbright and Jaeschke, 2017). Dans le cas d’un surdosage a
'acétaminophéne, ce sont le stress oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial
induits dans les hépatocytes qui conduisent a la libération de DAMPS pouvant étre

reconnus par les KCs. Une fois activées, les KCs sécrétent des cytokines pro-
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inflammatoires telles que TNFa, des ROS, et des chimiokines comme CCL2. Ces
médiateurs vont amplifier le signal pro-inflammatoire et induire le recrutement de
monocytes et de neutrophiles principalement. Dans ce modéle de surdosage a
'acétaminophéne, il semblerait que les KCs aient un effet protecteur sur les Iésions
hépatiques. En effet, suite a la déplétion non spécifique des KCs avec des liposomes
contenant du clodronate, on observe une augmentation des taux sériques d’ALT
(Campion et al., 2008; Ju et al., 2002). Suite a 'administration d’acétaminophéne, il a
été montré que seule une partie des KCs sont activées (Zigmond et al., 2014). Cette
observation pourrait notamment s’expliquer par la mort des KCs peu de temps aprées
leur activation, ce qui concorde avec la réduction du nombre de KCs rapportée dans
les cas d’inflammations hépatiques stériles et induites par des agents pathogénes
(Bain and Mowat, 2014; Blériot et al., 2015; Daemen et al., 2021; Devisscher et al.,
2017; Remmerie et al., 2020; Rolot et al., 2019). Par conséquent, I'effet protecteur
attribué aux KCs dans ce contexte pourrait étre celui des macrophages inflammatoires
temporaires recrutés lors de linflammation hépatique. Par ailleurs, il est a noter
guaucune KC dérivée des monocytes n’a été observée aprés un surdosage a
I'acétaminophéne, malgré le fait qu’'une réduction du nombre de KCs résidentes a été
souligné, suggérant une disponibilit¢ au sein de la niche (Graubardt et al., 2017;
Zigmond et al., 2014). Il semblerait donc qu’aprés une surdose d’acétaminopheéne, la
restauration du pool de KCs repose essentiellement sur la prolifération des KCs

embryonnaires restantes (Zigmond et al., 2014).
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La mort des hépatocytes suite a des lésions tissulaires entrainent la libération de DAMPs. Les
EmKCs expriment a leur surface des récepteurs tels que le TLR4 capable de reconnaitre ces
DAMPs. Une fois activées, les EmKCs produisent de nombreuses cytokines et chimiokines qui
vont favoriser le recrutement de monocytes et de neutrophiles. Les monocytes Ly-6C+ recrutés
vont pouvoir se différencier en MoKCs dans le cas d’une déplétion des EmKCs, ou en
macrophages inflammatoires temporaires. Ces cellules immunitaires vont permettre la clairance
des hépatocytes morts. Une fois leur action terminée, elles vont étre a leur tour éliminer du tissu.
Les EmKCs restantes proliferent et dans le cas d’apparition de MoKCs, ces derniers se
maintiennent dans le tissu apres résolution de I'inflammation.

Adapté de (Zwicker et al., 2021)

Dans le modéle d’ALF induite par le LPS et le D-galactosamine, plusieurs études
mettent en évidence le role joué par les KCs dans la pathogenése de I'hépatite
fulminante. Cependant, les approches expérimentales utilisées ne sont pas
spécifiques des KCs et nécessitent donc de nouvelles études. Dans I'étude de Zheng,
la déplétion non spécifique des KCs au chlorure de gadolinium protége de la mortalité
induite par ce modeéle, ce qui suggére que les KCs aggravent la pathologie (Zheng et
al., 2018). De méme, I'inhibition de la production de TNFa protége I'animal de I'hépatite

fulminante. (Wolf et al., 2005). Il a aussi été montré que I'administration d’IL-6 en
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traitement préventif permettait d’atténuer les lésions hépatiques induites par le LPS-
D-GalN (Li et al., 2017). Par ailleurs, une étude a montré qu’un traitement a I'lL-35
visant a augmenter la production d’IL-10 dans les macrophages permettait aussi de
limiter les effets déléteres de I'ALF induite par le LPS / D-GalN (Zheng et al., 2018).
Outre leur capacité pro-inflammatoire, les KCs se caractérisent par leur dualité
fonctionnelle. En effet, il a été suggéré que les KCs représentent la source principale
d’'IL-10, cytokine anti-inflammatoire (Breous et al., 2009; Emmanuilidis et al., 2001). Il
serait donc intéressant d’étudier le réle de la production d’IL-10 dépendante des KCs
dans ’ALF a 'aide de modéles spécifiques. Aussi, le réle délétére des cytokines TNFa
et IL-6 dans la pathogenese de I'ALF étant établi (Chastre et al., 2012; Streetz et al.,
2001), il serait intéressant de démontrer la source cellulaire a l'origine de leur
production.

Ainsi, 'ensemble de ces études soulignent le réle des macrophages hépatiques dans
la pathogenése des ALF. Dans certains contextes comme lors d’'un surdosage a
'acétaminophéne, ils semblent jouer un réle protecteur, tandis que dans d’autres ils

peuvent favoriser leur développement.

11.4.2. Les macrophages hépatiques dans la NASH

Jusqu’ici, le rle des macrophages dans la NASH consiste a promouvoir I'inflammation
hépatique et ainsi favoriser la progression de cette pathologie. La déplétion de
'ensemble des macrophages atténue le développement de la NASH dans des
modeles murins (Huang et al., 2010; Reid et al., 2016). Cependant, ces effets n’ont
pas été directement attribué aux KCs. Par ailleurs, jusqu’alors peu d’études ne se sont
intéressées a la diversité des macrophages hépatiques dans la NASH par faute d’outils
permettant de distinguer ces différentes populations. Récemment, plusieurs récentes
études, dont mes travaux de thése, se sont intéressées a 'homéostasie des KCs et a
I'hétérogénéité des macrophages hépatiques au cours de la NASH.

Le point commun constaté par I'ensemble des études s’intéressant aux KCs dans la
NAFLD et la NASH est la diminution du nombre des EmKCs dans la NASH (Daemen
et al., 2021; Devisscher et al., 2017; Remmerie et al., 2020; Seidman et al., 2020; Tran
et al., 2020). Cette diminution du nombre d’EmKCs dans la NASH serait notamment
due a la perte d’identité des KCs due a une altération de la signalisation LXRa

(Seidman et al., 2020). En effet, LXRa a récemment été décrit comme un facteur de
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transcription contrélant la survie des KCs a I'état homéostatique (Sakai et al., 2019).
Ce récepteur nucléaire est notamment connu pour contrdler ’lhoméostasie lipidique
dans les macrophages (Tall and Yvan-Charvet, 2015). Ainsi, la perte d’identité des
KCs observée lors de la NASH peut étre la conséquence de modifications du
microenvironnement local a l'origine de I'altération des signaux transmis aux KCs. En
effet, dans un environnement hépatique riche en lipides, caractéristique de la NASH,
la détection des dérivés du cholestérol par le récepteur LXRa est cruciale pour le
maintien de l'identité des KCs mais é€galement pour leur survie (Sakai et al., 2019;
Scott et al., 2018; Seidman et al., 2020).

Dans ce contexte de NASH, les monocytes circulants peuvent étre recrutés dans le
foie et s’y différencier en KCs (MoKCs) afin de repeupler le pool de macrophages
résidents du foie (Devisscher et al., 2017; Remmerie et al., 2020; Seidman et al., 2020;
Tran et al., 2020). Toutefois, les différences fonctionnelles entre les EmKCs et les
MoKCs dans un contexte de NASH n’ont pas été clairement abordées, hormis dans

mon étude de thése que je présente plus bas dans la partie Résultats.

S’ils ne deviennent pas des MoKCs, les monocytes recrutés dans le foie peuvent
prendre une autre voie et se différencier en macrophages inflammatoires temporaires
(MoDMacs - monocyte-derived macrophages). Les facteurs régulant cette
différenciation restent a déterminer. Cependant, il est fort probable que ce processus
dépende du microenvironnement local dans lequel les monocytes sont recrutés,
notamment des interactions entre cellules et des concentrations de métabolites
présents. Dans le cadre de la NASH, les macrophages inflammatoires dérivés des
monocytes ressemblent aux macrophages associés aux lipides dits LAMs (lipid-
associated macrophages) (Daemen et al., 2021; Remmerie et al., 2020)
précédemment décrits dans I'obésité. Il a été montré que ces macrophages étaient
particulierement représentés dans des structures en couronne (hCLS) (Daemen et al.,
2021). Ces structures se définissent comme des entités histologiques spécifiques
constituées de macrophages entourant des hépatocytes apoptotiques riches en
lipides, caractéristiques de la NASH (ltoh et al., 2013). Quant a l'impact de ces
macrophages LAMs dans la NASH, celui-ci n’a pas encore été concrétement établi.

Ainsi, le récent développement de nouvelles approches permettant de cibler les

différentes populations de macrophages hépatiques dans un contexte de NASH
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devrait permettre d’approfondir leurs réles distincts dans le développement et la

progression de cette pathologie.
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Obijectifs du travail de these

Les cellules de Kupffer (KCs), macrophages résidents du foie, sont des cellules

d’origine embryonnaire. En conditions d’homéostasie chez I'adulte, les KCs se
maintiennent par prolifération locale, indépendamment des monocytes circulants. Au
cours de ma thése, je me suis intéressée a la capacité des KCs a se maintenir dans
un contexte de stéatohépatite non-alcoolique (NASH). La NASH est l'une des
affections hépatiques les plus répandues de nos jours. C’est une pathologie évolutive
qui se caractérise par un stockage excessif de lipides dans le foie (stade stéatose)
auquel s’ajoute une inflammation hépatique chronique. Jusqu’alors, peu d’études se
sont intéressées a la diversité des macrophages hépatiques en conditions
physiopathologiques par faute d’outils permettant de distinguer ces différentes
populations.

Les objectifs de ma thése étaient donc les suivants :

1) Définir les différentes populations de macrophages hépatiques et étre capable de
les différencier

2) Etudier la diversité de ces macrophages hépatiques, et notamment des KCs, dans
un modéle murin de la NASH

3) Déterminer le réle de l'altération de 'homéostasie des KCs sur le stockage des

lipides et la souffrance hépatique au cours de la NASH

Dans un second projet, je me suis intéressée au role de I'inflammation médiée par les
KCs dans un contexte d’insuffisance hépatique aigue (ALF). L’ALF, définie par son
apparition brutale et rapide, se caractérise par une mort rapide et massive des
hépatocytes par nécrose et/ou apoptose. La mort des hépatocytes conduit a la
libération de DAMPs pouvant activer les KCs via leur récepteur TLR4. Dans cette
étude, mon objectif était de déterminer le rdle de I'activation des KCs dans un modeéle
murin d’insuffisance hépatique aiglie mais aussi dans des modéles d’insuffisance
hépatique aigue sur maladie chronique. Je présenterais par la suite les données

préliminaires obtenues pour ce projet.
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SUMMARY

Kupffer cells (KCs) are liver-resident macrophages that self-renew by proliferation in the adult independently
from monocytes. However, how they are maintained during non-alcoholic steatohepatitis (NASH) remains ill
defined. We found that a fraction of KCs derived from Ly-6C* monocytes during NASH, underlying impaired
KC self-renewal. Monocyte-derived KCs (MoKCs) gradually seeded the KC pool as disease progressed in a
response to embryo-derived KC (EmKC) death. Those MoKCs were partly immature and exhibited a pro-in-
flammatory status compared to EmKCs. Yet, they engrafted the KC pool for the long term as they remained
following disease regression while acquiring mature EmKC markers. While KCs as a whole favored hepatic
triglyceride storage during NASH, EmKCs promoted it more efficiently than MoKCs, and the latter exacer-
bated liver damage, highlighting functional differences among KCs with different origins. Overall, our data
reveal that KC homeostasis is impaired during NASH, altering the liver response to lipids, as well as KC
ontogeny.

INTRODUCTION ever, when depleted through high-dose irradiation (Beattie

et al., 2016) or diphtheria toxin (DT)-mediated killing (Scott

Tissue-resident macrophages are essential to preserve tissue
homeostasis (Wynn et al., 2013). Kupffer cells (KCs), the tis-
sue-resident macrophages inhabiting the liver, are located in
the hepatic sinusoids, where they sample both the portal and
arterial blood circulation. The role of KCs in several aspects of
the immune response (Jenne and Kubes, 2013), in particular
the response to blood-borne pathogens (Surewaard et al.,
2016; Zeng et al., 2016), is well appreciated, but many of their
accessory functions remain to be uncovered.

KCs develop embryonically (Gomez Perdiguero et al., 2015;
Hoeffel et al., 2015) and are maintained independently from
circulating monocytes in the healthy adult, relying on local
proliferation to self-renew and sustain in the long term. How-

et al., 2016), embryo-derived KCs (EmKCs) are replaced by
monocyte-derived KCs (MoKCs). In addition, KC-specific
deletion of the transcription factors ZEB2 and LXRea, which
are necessary for KC self-maintenance (Scott et al., 2018),
equally lead to the generation of MoKCs filling up the empty
niche. To date, whether KC maintenance is impaired during
physiopathological processes is still poorly understood.
Several pieces of evidence suggest that MoKCs are gener-
ated during Listeria monocytogenes infection (Blériot et al.,
2015) or in mouse models where massive red blood
cell lysis occurs (Theurl et al., 2016), but such MoKCs might
not be maintained in the long term (Theurl et al., 2016). In
addition, whether MoKCs are commonly observable in other
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pathological states, especially in chronic liver diseases, re-
mains elusive.

The most prominent form of liver disease in the Western world,
affecting approximately one-third of the population (Hardy et al.,
2016), is nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Its incidence
keeps growing due to its close association with obesity, type 2
diabetes, and the metabolic syndrome (Hardy et al., 2016).
NAFLD includes a spectrum of liver disorders ranging from
nonalcoholic fatty liver (NAFL), more commonly termed steato-
sis, to nonalcoholic steatohepatitis (NASH). NASH, which is
characterized by steatosis, inflammation, ballooning injury, and
varying degrees of fibrosis (Hardy et al., 2016), represents the
first critical stage of NAFLD. Macrophages are believed to be
essential for controlling the inflammatory process during NASH
(Krenkel and Tacke, 2017). Indeed, whole body monocyte and
macrophage depletion attenuates the progression toward
NASH in animal models (Huang et al., 2010; Reid et al., 2016).
However, it is unclear whether those effects are attributable to
inflammatory monocyte-derived macrophages (MoDMacs) or
KCs. More generally, KC biology in NASH remains poorly inves-
tigated, especially due to the lack of validated strategies to
discriminate, isolate, and therefore study KCs.

Here, we set out to determine whether KC self-renewal is
disturbed in the context of NASH. Our findings reveal steatohe-
patitis has a major and long-lasting impact on KCs’ ability to self-
maintain that in turn alters the liver response to lipid overload.

RESULTS

CLEC2 Discriminates KCs from MoDMacs in NASH

In order to specifically distinguish KCs by flow cytometry, we
looked for surface markers discriminating KCs from the inflam-
matory MoDMacs found in inflamed livers. We and others have
previously reported considerable heterogeneity in the transcrip-
tional profile among different tissue-resident macrophages
(Gautier et al., 2012a; Lavin et al., 2014). Data mining of pub-
lished tissue-resident macrophage transcriptome analysis
(Gautier et al., 2012a; Lavin et al., 2014), including KCs, revealed
several markers selectively expressed by KCs but not MoDMacs
(Figures S1A and S1B). In particular, CLEC2 (encoded by
Clec1b), CD207 (also known as Langerin), VSIG4 (also known
as CRIg), and TIMD4 (also known as TIM-4) were either very
selectively and/or strongly expressed by KCs. Flow cytometry
analysis of KCs, defined as CD64* F4/80" cells (Figure 1A), in
the healthy liver revealed that they homogeneously expressed
those markers, with particularly high expression of CLEC2 (Fig-
ure 1B). We also validated that all CLEC2"™ leukocytes in the
naive liver were indeed KCs with their typical F4/80™ expression
profile (Figure 1C). We next asked whether CLEC2 would help to
discriminate KCs from MoDMacs during NASH. We chose the
model of methionine- and choline-deficient (MCD) diet-induced
NASH, which recapitulates the ultrastructural changes observed
in human patients (Machado et al., 2015), thus closely resem-
bling human NASH histological features. MCD diet feeding of
wild-type (WT) mice for 6 weeks induced liver dysfunction. This
was characterized by increased plasma alanine aminotrans-
ferase (ALT) activity (Figure 1D) and elevated hepatic triglyceride
(TG) content (Figure 1E), mostly as macrovesicular droplets into
hepatocytes (Figure S1C), in MCD-fed animals. To discriminate
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KCs from MoDMacs, we first gated on KCs defined as CD11b'"®
CLEC2" cells (Figure 1F). Among the remaining cells, we identi-
fied CLEC2~ CD11b* CD64* MoDMacs that appeared upon
MCD diet feeding (Figure 1F). Finally, Ly-6C* CD11b* mono-
cytes and Ly-6C™ CD11b" neutrophils were identified in the
CLEC2~ CD11b* CD64 fraction (Figure 1F). Then, we observed
that KCs accumulated intracellular lipids upon MCD feeding
(Figure 1G), while their proliferative status remained unchanged
(Figure 1H). Intracellular lipid content in MoDMacs also
increased in MCD-fed animals when they were compared to
the scarce cells we found in that gate in chow-fed controls (Bod-
ipy MFI [mean fluorescence intensity] of 9,868 + 944 in the MCD
conditions versus 3,597 + 1,048 in controls, p < 0.01), but it was
markedly lower than in KCs. Overall, we found that KC numbers
during NASH remained similar to the control condition, while
MoDMacs and Ly-6C* monocyte numbers, as well as neutro-
phils (data not shown), drastically increased (Figure 1l). Of
note, we also evaluated the gating strategy presented above in
pre-NASH models of steatosis such as Ob/Ob mice and high-
fat diet (HFD)-fed mice and could confirm the coexistence of
MoDMacs and KCs in these models (Figures S1D-S1l). Next,
we challenged Ccr2~/~ mice, characterized by low circulating
Ly-6C™ monocytes, with the MCD diet in order to ascertain
the monocytic origin of MoDMacs. As expected, liver Ly-6C™
monocyte counts and MoDMac numbers were extremely low
in Ccr2™'~ mice (Figures 1J and 1K). In addition to MoDMacs,
we noticed that KC counts decreased by half in Ccr2~/~ animals
(Figure 1K). Such decrease in KCs was not observed in condition
of steatosis when Ccr2~/~ were challenged with an HFD
(Figure S1l), suggesting NASH, but not steatosis, altered KC
homeostasis. These observations suggest that, contrary to ho-
meostasis, circulating monocytes contribute to the KC pool
during NASH.

MoKCs Are Generated during NASH to Maintain the
KC Pool
To establish the monocytic origin of KCs during NASH, we
aimed to track Ly-6C™ monocytes’ fate. We thus developed
bone marrow (BM) chimeras using CD45.2* Ccr2~/~ recipients
submitted to low-dose irradiation (3 Gy) and transplanted with
5-10 x 10° BM cells from congenic CD45.1* donors (Fig-
ure 2A). We reasoned that such a mild irradiation regimen would
be sufficient to favor the engraftment of donor cells that will
generate CCR2-sufficient monocytes able to enter the blood-
stream, while it would spare radioresistant KCs. To validate
our strategy, we determined the chimerism of circulating
monocytes 2 weeks after transplantation and found that more
than 80% of Ly-6C" and Ly-6C'® monocytes were derived
from CD45.1* donor cells, as expected (Figures 2B and 2C).
At this time point, approximately 30% of neutrophils and B
cells, but less than 2% of T cells, were CD45.1" (Figure 2C).
Six weeks after transplantation, the chimerism observed in
monocytes, neutrophils, and B cells was comparable to the
2-week time point (Figure 2D). Therefore, these chimeras
should allow us to track the fate of monocytes during NASH
by determining the fraction of CD45.1* cells in our populations
of interest.

These chimeras were put on a standard chow or MCD diet
for 6 weeks, and hepatic macrophage subset chimerism was
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Figure 1. Discriminating Kupffer Cells from Inflammatory Monocyte-Derived Macrophages in a Mouse Model of NASH

(A) Flow cytometry analysis of CD64* CD11b'® KCs also all positive for F4/80.

(B) Expression of cell surface markers VSIG4, CLEC2, CD207, TIMD4, and CD163 on CD64* F4/80" KCs.

(C) Liver CLEC2" cells are all bona fide CD11b' F4/80" KCs.

(D and E) Plasma ALT (D) and liver TG content (E) in mice fed a chow or the MCD diet for 6 weeks (n = 4 per group).

(F) Flow cytometry analysis of KCs (CLEC2" CD11b'°), MoDMacs (CLEC2'° CD11b" CD11¢* CD64), Ly-6C* monocytes (CLEC2'° CD11b" CD64~ Ly-6C"
CD11b™), and neutrophils (CLEC2'° CD11b" CD64~ Ly-6C™ CD11b") in chow and MCD-fed animals.

(G and H) Intracellular lipids stained by Bodipy (G) and percentage of Ki-67* (H) KCs in mice fed a chow or the MCD diet for 6 weeks (n = 4-6 per group).

(I) KC, MoDMac, and Ly-6C* monocyte quantification in mice fed a chow or the MCD diet for 6 weeks (n = 4 per group).

(J) Flow cytometry plots illustrating the loss of MoDMacs in Ccr2~/~ animals fed the MCD diet for 6 weeks as compared to controls.

(K) KC, MoDMac, and Ly-6C* monocyte quantification in WT and Ccr2~/~ mice fed a chow or the MCD diet for 6 weeks (n = 7-8 per group). Data are represented
as mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.

See also Figure S1.
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Figure 2. Monocyte-Derived KCs Contribute to the KC Pool during NASH
(A) Generation of low-irradiation chimeras using Ccr2~/~ mice as recipients and BM cells from CD45.1 mice.

(B) Flow cytometry analysis of blood monocyte chimerism.

(C and D) Chimerism in blood total leukocytes, T cells, B cells, polymorphonuclear neutrophils (PMNs), Ly-6C* monocytes (Mo Ly-6C*), and Ly-6C~ monocytes
(Mo Ly-6C™) 2 weeks (C) or 6 weeks (D) after bone marrow transplantation (BMT) (n = 6-8).
(E and F) Flow cytometry analysis (E) and quantification (F) of KC and MoDMac chimerism in Ccr2 '~ -based chimeras fed a chow or the MCD diet for 6 weeks (n =

8-10).

(G) Correlation between monocyte-derived KCs (KCs CD45.1*) and MoDMac frequencies in MCD-fed animals (n = 8).

(H) Chimerism in lung alveolar macrophages of chow (n = 7) and MCD-fed Ccr2~/~-based chimeras (n = 6).

(1) Parabiosis-mediated paiting of WT CD45.1 or WT eCFP transgenic with Ccr2~/~ CD45.2 animals.

(J) Chimerism (CD45.1* or eCFP* cells) in Ly-6C* monocytes (Mo Ly-6C*), KCs, MoDMacs, and lung alveolar macrophages of the Ccr2~'~ parabionts in chow (n =

3) and MCD-fed animals (n = 5).

(K and L) Strategy (K) and KC chimerism (L) in Ccr2~/~-based chimeras fed a chow (n = 7) or an HFD (n = 10) for 14 weeks.
(M and N) Strategy (M) and KC chimerism (N) in Ccr2~"-based chimeras fed a chow (n = 3) or a CDA-HFD (n = 4) for 4 weeks. Data are represented as mean +

SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001, and ***p < 0.0001.
See also Figure S2.

assessed. As expected, a minor fraction of KCs (<2%) were
CD45.1" under chow diet, reflecting their radioresistance (Fig-
ures 2E and 2F). By contrast, almost all MoDMacs (>90%
CD45.1") were derived from monocytes (Figures 2E and 2F).

630 Immunity 53, 627-640, September 15, 2020

Next, in line with our findings above (Figure 1K), we observed
that ~40% of KCs were CD45.1* and thus derived from mono-
cytes in the NASH condition (Figures 2E and 2F). The fraction
of those MoKCs positively correlated with the abundance of
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MoDMacs (Figure 2G), suggesting that increased inflammation
favored MoKC generation. In addition, we evaluated whether
the impact of the MCD diet was specific to KCs, and confirmed
that monocytes did not contribute to the pool of radioresistant
alveolar macrophages (Figure 2H). Similar conclusions were
drawn when eCFP™* donor cells were used for the transplantation
of irradiated Ccr2~/~ mice (Figures S2A-S2D). In addition, WT
recipient mice submitted to low-dose irradiation and trans-
planted with CD45.1" donor cells, which led to a chimerism of
~30% in Ly-6C* monocytes, also harbored a fraction of their
KCs that was derived from monocytes during NASH (Figures
S2E and S2F). We next set out to validate the contribution of
monocytes to the KC pool during NASH using an alternative
approach. To this aim, we performed parabiosis experiments
in which we joined CD45.2* Ccr2~/~ with congenic CD45.1* or
eCFP transgenic mice (Figure 2l). Ly-6C* monocytes in
CD45.2* Ccr2™/~ parabionts were derived to ~90% and ~85%
from the CCR2-sufficient parabiont under chow and MCD diet,
respectively (Figure 2J). Similar to our radiation chimeras, MoD-
Macs were exclusively derived from monocytes, while ~30% of
KCs were monocyte derived in parabiotic mice with NASH
(Figure 2J). Again, alveolar macrophages were maintained inde-
pendently from monocytes during NASH (Figure 2J). To test
whether MoKCs were generated during hepatic steatosis
(NAFL), namely before NASH onset, Ccr2~/~-based radiation
chimeras were fed an HFD for 14 weeks (Figure 2K). This led
to hepatic TG accumulation (~50 ug/mg of liver, data not shown),
but no overt inflammation as revealed by the paucity of MoD-
Macs found in the liver under these conditions (Figure S1l). Still,
NAFL triggered MoKC generation, as ~8% of KCs were CD45.1*
(Figure 2L), thus far less than what we observed during NASH.
This result was in agreement with the observed correlation be-
tween MoKC and MoDMac abundance (Figure 2G), suggesting
that NAFL did not create an inflammatory environment necessi-
tating MoKC generation to maintain the KC pool. The similar KC
numbers observed in Ccr2~~ mice and their WT controls upon
HFD feeding further supported this finding (Figure S1l). Finally,
Ccr2~'~-based chimeras were fed an HFD with low content of di-
etary choline (CDA-HFD) (Figure 2M), a model recently used as
an alternative to the MCD diet (Wolf et al., 2014). Four weeks
of CDA-HFD feeding induced massive hepatic TG accumulation
(~200 pg/mg of liver, data not shown), and MoKC generation
was extremely high in this context (Figure 2N). Overall, our find-
ings suggest that the KC pool is unable to self-maintain during
NASH, leading to the generation of MoKCs that sustain KC
numbers.

MoKCs Are Maintained for Long Term after NASH
Regression

We next looked more in depth into MoKC generation, character-
istics, and long-term maintenance. Using Ccr2~/~-based chi-
meras, we first noticed that the proportion of MoKCs among
CLEC2" KCs gradually increased during the progression of
NASH (Figure 3A). Over the time course studied, monocyte
chimerism was ~85%, meaning the real contribution of MoKCs
to the KC pool reached 60% by 6 weeks of MCD feeding (Fig-
ure S2G). Next, to better characterize MoKCs, Ccr2~/~-based
chimeras generated as described above were fed a chow or
the MCD diet. In order to evaluate the mRNA expression of the

¢ CellP’ress

classical KC markers (Clec4f, Cd163, and Vsig4), EmKCs were
sorted from chow-fed healthy mice and EmKCs, MoKCs, and
MoDMacs from mice with NASH. As expected, MoDMacs did
not express these markers while EmKCs from healthy and
NASH conditions similarly expressed Clec4f, Cd163, and Vsig4
(Figure 3B). By contrast, MoKCs did not express these markers
as compared to EmKCs (Figure 3B). In previous work, Timd4 and
Cd163 mRNAs were shown to be almost absent on MoKCs
generated following DT-mediated depletion of EmKCs in
Clec4f-DTR mice, while Vsig4 expression remained high (Scott
etal., 2016). Here, we noticed Vsig4 mRNA expression was lower
in MoKCs compared to EmKCs (Figure 3B). Clec4f mRNA
expression was also lower in MoKCs than EmKCs (Figure 3B).
Notably, only a fraction of MoKCs (~40%) exhibited cell surface
expression of VSIG4 (Figure 3C), and a similar observation was
made for CLEC4F (Figure S2H). In a time-course experiment,
we found that the fraction of VSIG4™ MoKCs remained around
40% over time, while EmKCs were homogeneously VSIG4™ (Fig-
ures S2| and 2J). Finally, the vast majority of MoKCs (~90%)
were TIMD4™, as expected (Figure 3D). In addition, we also
noticed that MoKCs were hyperproliferative as compared to
EmKGCs (Figure 3E). Thus, our findings suggest that while MoKCs
generated during NASH express CLEC2 similarly to their EmKCs
counterparts, they do not fully mature during disease
progression.

Next, we examined whether MoKCs would mature and be
maintained for the long term after NASH regression. To address
this point, NASH was induced, and mice were then switched to a
chow diet for 6 and 12 weeks. After 6 weeks of regression,
plasma alanine aminotransferase (ALT) activity was already
similar to healthy conditions (Figure 3F), and MoDMacs were
no longer observed in the liver (data not shown). Concerning he-
patic TG content, while it was already markedly decreased after
6 weeks, 12 weeks were needed to reach the levels observed in
healthy animals (Figure 3G). After 6 weeks of regression, we
found that MoKCs still represented ~40%-50% of the KC pool
(Figure 3H), arguing that they do not represent a transient fate
and can be maintained in the long term as EmKCs. At this
time, MoKCs were almost all mature VSIG4™ cells as observed
for EmKCs (Figure 3l), but only ~15% (16.6 + 1.2%, n = 7)
were TIMD4*. In addition, MoKCs lost their hyperproliferative
state and proliferated at rates similar to EmKCs (Figure 3J).
MoKC contribution to the KC pool was still effective after
12 weeks of regression (Figure 3K). They were nearly all
VSIG4*, with ~20% of them (20.6 + 2%, n = 8) expressing
TIMD4, and their proliferative state was also comparable to
EmKCs (Figure 3L).

Overall, our findings reveal that MoKCs generated over the
course of NASH development are immature but could mature
and be maintained in the long term when disease regresses.
Thus, EmKCs can be replaced by MoKCs that acquire the poten-
tial to self-renew.

EmKC Protection from Cell Death Limits MoKC
Generation

We next wondered whether increased EmKC death initiated
MoKC development. We indeed found a marked increase in
CLEC4F* EmKC cell death during NASH as compared to healthy
conditions (Figure 4A). To validate that EmKC demise led to
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Figure 3. Monocyte-Derived KCs Mature and Maintain in the Long Term after NASH Regression

(A) MoKC frequency in CLEC2* KCs in Ccr2~/~-based chimeras fed the MCD diet for 2 to 6 weeks (n = 3-6 per time point).

(B) gPCR analysis of KC markers (Clec4f, Cd163, and Vsig4) in EmKCs (CD11b'° CLEC2" CD45.1") sorted from chow-fed animals (chow KC) (n = 4), as well as
EmKGCs (n = 5) and MoKCs (CD11b'® CLEC2" CD45.1*, n = 6) sorted from mice fed the MCD diet for 6 weeks. MoDMacs from MCD-fed animals were also sorted
and analyzed (n = 5).

(C) Cell surface expression of VSIG4 on EmKCs, MoKCs, and MoDMacs in Ccr2~/~-based chimeras fed the MCD diet for 6 weeks (n = 7).

(D) Cell surface expression of TIMD4 on EmKCs and MoKCs in Ccr2~/~-based chimeras fed the MCD diet for 6 weeks.

(E) EmKC and MoKC proliferative status in Ccr2~/~-based chimeras fed the MCD diet for 6 weeks (n = 6).

(Fand G) Plasma ALT activity (F) and hepatic TG content (G) in Ccr2 '~ -based chimeras fed chow (n = 4-8) or MCD diet (n = 9-16) for 6 weeks and Ccr2~/~-based
chimeras fed MCD diet for 6 weeks and then chow diet for another 6 (ALT and TG, n = 10-12) or 12 weeks (TG, n = 7) to induce NASH regression.

(H) Frequency of MoKCs in the KC pool in Ccr2~'~-based chimeras fed MCD diet for 6 weeks (Baseline, n = 12) and Ccr2~/~-based chimeras fed MCD diet for
6 weeks and then chow diet for another 6 weeks (regression, n = 8).

(I'and J) Frequency of EmKCs and MoKCs expressing VSIG4 (1) or Ki-67 (J) in Ccr2~~-based chimeras fed MCD diet for 6 weeks (Baseline, n = 13) and Ccr2” -
based chimeras fed MCD diet for 6 weeks and then chow diet for another 6 weeks (regression, n = 9-10).

(K) Frequency of MoKCs in the KC pool in Ccr2~/~-based chimeras fed MCD diet for 6 weeks (Baseline, n = 5) and Ccr2/~-based chimeras fed MCD diet for
6 weeks and then a chow diet for another 12 weeks (regression, n = 6).

(L) EmMKC and MoKC proliferation status in Ccr2~/~-based chimeras fed MCD diet for 6 weeks and then chow diet for another 12 weeks (n = 6). Data are rep-
resented as mean + SEM. **p < 0.001 and ****p < 0.0001.

See also Figure S2.

MoKC generation, we decided to strengthen EmKC survival hBCL2 x Ccr2™/~ recipients (data not shown). A 1.8-fold
capacities. Therefore, we took advantage of transgenic mice decrease in MoKC frequency was observed in male Cd68-
overexpressing the human isoform of the death-protective hBCL2 x Ccr2~/~ recipients (Figure 4D). Absolute MoKC
factor BCL2 under control of the myeloid CD68 promoter numbers were also decreased, while EmKCs were increased in
(Cd68-hBCL2 mice) (Gautier et al., 2009), which has increased  male Cd68-hBCL2 x Ccr2 /'~ recipients (Figure S2K). In females,
EmKC numbers (Bouchareychas et al., 2015). To specifically ~MoKC frequency was decreased by 2.5-fold as compared to
modulate EmKC but not monocyte nor MoDMac death, Cd68-  controls (Figure 4E), and this was also observed when absolute
hBCL2 animals were crossed to Ccr2~’~ mice, irradiated at numbers were assessed (Figure S2L). In conclusion, forced
3 Gy and transplanted with CD45.1* BM (Figure 4B). In this expression of hBCL2 in EmKCs limits their replacement by
model, radioresistant EmKCs expressed hBCL2, while mono- MoKCs, indicating that EmKC death facilitates the generation
cytes and MoDMacs did not, since they were almost all derived  of MoKCs.

from donor CD45.1* cells (Figure 4C). After 6 weeks of MCD diet

feeding, blood Ly-6C* monocyte chimerism was ~95% in EmKC Replacement by MoKCs Limits Hepatic TG
Ccr2~/~ recipients and ~86% in Cd68-hBCL2 x Ccr2~'~ recipi-  Storage during NASH

ents (data not shown). At this time point, liver Ly-6C* monocyte  To further study MoKC function, we sought for transgenic tools
chimerism was ~98% in Ccr2~'~ recipients and ~95% in Cd68-  allowing their targeting. As reported previously, Cd207 mRNA
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(A) Detection and quantification of dying TUNEL* CLEC4F* EmKCs on frozen liver sections of chow and MCD-fed animals (n = 6 per condition).

(B) Chimeras used to protect EmKCs from death.

(C) Table recapitulating the origin and genotype of EmKCs, MoKCs, and MoDMacs in chimeras.
(D and E) Frequency of MoKCs in male (D) (n = 17-18 per group) and female (E) (n = 10-13 per group) Ccr2~/~- and Cd68-hBCL2 x Ccr2~'~-based chimeras after
6 weeks of MCD diet. Data are represented as mean + SEM. **p < 0.01 and ***p < 0.001.

See also Figure S2.

is expressed by KCs (Lavin et al., 2014), and we validated herein
its expression at the protein level (Figure 1B). To achieve induc-
ible KC depletion, we used Cd207-DTR mice, known to delete
skin Langerhans cells as well as lung and spleen cDC1 dendritic
cells (Kissenpfennig et al., 2005). When these mice were injected
with DT, EmKCs were efficiently depleted while tissue-resident
macrophages in other tissues (spleen, kidney, peritoneum, and
lung) and blood monocytes remained unaffected (Figure S3A).
Since we also detected Cd207 mRNA expression in MoKCs
but not MoDMacs (data not shown), we thought we could
generate Ccr2~/~-based chimeras using Cd207-DTR BM as
donor cells to deplete MoKCs, while EmKCs and MoDMacs
would remain intact. Unfortunately, DT injection was ineffective
at fully depleting MoKCs in those chimeras (data not shown).
Such a finding is reminiscent of what was recently observed in
the KC-specific Clec4f-cre mouse strain, in which MoKCs were
not able to induce cre recombinase expression as compared
to EmKCs (Scott et al., 2018). To study whether MoKCs influence
NASH development in a similar way as EmKCs, we generated
mice harboring either EmKCs only or a majority of MoKCs. As
DT-mediated depletion of EmKCs leads to their replacement
by MoKCs (Scott et al., 2016), we used Cd207-DTR to generate
mice bearing MoKCs following DT injection. They were
compared to Cd207-DTR receiving boiled-inactivated DT
(bDT), and thus harboring only EmKCs. As expected, MoKCs,
defined as CLEC2* TIMD4~ CD163" cells, represented >80%
of the KC pool in chow-fed Cd207-DTR mice 3 weeks after DT
injection (Figure S3B). Moreover, total KC numbers were similar
between bDT and DT-treated animals at this time point (Fig-
ure S3C). While DT also depleted CD8a.* and CD103* ¢cDC1 den-
dritic cells in the spleen and lung of Cd207-DTR mice (data not
shown), they were back to normal 3 weeks after DT treatment

(Figures S3D and 3E). In addition, liver cDC1 appeared normal
in Cd207-DTR mice 3 weeks after DT treatment (Figure S3F).
Thus, at this time point, MoKCs have replaced EmKCs in DT-
treated animals, and the other populations affected by DT
were back to normal. Next, 3 weeks after being treated with
DT or bDT, Cd207-DTR mice were fed the MCD diet for 2 weeks
(Figure 5A). We chose this time point to limit the amount of en-
grafted MoKCs in the control bDT-treated animals (Figure 3A)
and thus maximize the difference in MoKC numbers between
the two groups. Here, we assumed that TIMD4~ KCs were all
bona fide MoKCs based on our data (Figure 3D) and others pre-
vious findings (Beattie et al., 2016; Scott et al., 2018). Hence, we
defined EmMKCs as CLEC2* TIMD4" and MoKCs as CLEC2*
TIMD4 ™. Two weeks after MCD diet feeding, ~25% and more
than 80% of KCs were TIMD4~ MoKCs in bDT- and DT-treated
animals, respectively (Figure 5B). In bDT-treated controls,
CLEC2* TIMD4~ MoKCs were CD163 and partly VSIG4*, while
EmKCs were mostly CD163* and all VSIG4* (Figure 5C). In DT-
treated animals, MoKCs were essentially CD163~, and a signifi-
cant proportion were VSIG4™" (Figure 5C). Overall, lack of TIMD4
and CD163 expression ascertained the monocytic origin of KCs.
After 2 weeks of MCD diet, TIMD4~ CD163~ MoKCs represented
~20% and ~80% in bDT- and DT-treated animals, respectively
(Figure 5D). When a t-distributed stochastic neighbor embed-
ding (tSNE) analysis was conducted in order to perform a dimen-
sional reduction of KC diversity in DT-treated animals, two
TIMD4* EmKCs subsets (cluster 3: VSIG4" TIMD4* CD1637;
cluster 5: VSIG4* TIMD4* CD163*) and three TIMD4~ MoKCs
subsets (cluster 1: VSIG4* TIMD4~ CD163"; cluster 2: VSIG4*
TIMD4~ CD163"; cluster 4: VSIG4~ TIMD4~ CD163") were iden-
tified (Figure 5E), most likely underlying several stages of matu-
ration in MoKCs. All subsets included, we noticed a small
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decrease in the total KC pool in DT-treated Cd207-DTR mice,
suggesting that the ability of MoKCs to self-maintain during
NASH was slightly limited as compared to EmKCs (Figure 5F).
Yet, Ly-6C* monocyte (Figure 5G), MoDMac (Figure 5H), and
neutrophil (Figure 5lI) counts were unaltered. Next, we deter-
mined whether the liver pathology was altered. We observed a
decrease in hepatic TG storage in DT-treated Cd207-DTR
mice (Figure 5J) while plasma ALT activity increased in these
mice (Figure 5K). Thus, altered ability to store TGs and hepatic
damage were observed when MoKCs dominate in the liver.
Next, mRNA expression of key genes involved in lipid meta-
bolism were assessed in the liver. We observed that genes
involved in fatty acid synthesis (Acaca and Fasn) were un-
changed (Figure 5L). By contrast, Scd7, which encodes for
an enzyme catalyzing the conversion of toxic saturated fatty
acids (SFAs) into monounsaturated fatty acids (MUFAs) that
can eventually be stored as TGs, was decreased in DT-treated
Cd207-DTR animals (Figure 5M). Of note, Scd?~/~ animals fed
an MCD diet exhibit limited hepatic TG storage and increased
liver damage (Li et al., 2009), as observed in our model. Genes
involved in TG synthesis (Dgat? and Dgat2), lipid oxidation
(Cptla and Ppara), and fatty acid uptake (Slc27a2 and
Slc27a4) were similarly expressed in DT-treated Cd207-DTR
mice and controls (Figures 5N-5P). Finally, we analyzed the
mRNA expression of genes involved in extracellular matrix depo-
sition, even though the timeframe of our experimental set up was
too short to observe hepatic fibrosis. Indeed, the MCD diet can
induce liver fibrosis when administered to mice for months (Ma-
chado et al., 2015). We observed that several pro-fibrotic medi-
ators were elevated in the liver of DT-treated Cd207-DTR mice
as compared to controls (Figure 5Q). Overall, mice harboring a
majority of MoKCs had decreased hepatic TG content,
increased liver damage, and a pre-fibrotic gene signature after
they were challenged with the MCD diet for 2 weeks.

To gain further insight into the potential functional differences
between EmKCs and MoKCs, we sorted these two populations
from livers of WT mice with NASH and performed RNA-seq anal-
ysis. EmKCs were also sorted from chow-fed animals. EmKCs
and MoKCs were discriminated based on TIMD4 expression,
as mentioned above. Comparative transcriptomic analysis re-
vealed 4 clusters (Figure 6A). Cluster 1 discriminated EmKCs
from MoKCs and included the classical EmMKC markers Cd163,
Cxcl13, and Vsig4. Cluster 2 comprised EmKC-specific genes

¢ CellP’ress

that were slightly downregulated under NASH conditions. Over-
all, these two clusters were enriched with genes involved in the
complement and coagulation cascades. EmKC homeostasis
was definitely altered upon MCD diet feeding, as we noticed
the induction of inflammatory genes as well as genes involved
in endoplasmic reticulum (ER) stress (Figures S4A-S4C), which
might explain why EmKCs die during NASH (Figure 4A). Such
signature was not observed in EmKCs from HFD-fed animals
(Figures S4A-S4C). Next, genes mutually induced in EmKCs
and MoKCs during NASH composed cluster 3 and were en-
riched for pathways such as cytokine-cytokine receptor interac-
tion and the lipid pathway “PPAR signaling.” Overall, few differ-
ences between EmKCs and MoKCs were noted regarding the
expression of genes involved in lipid metabolism (Figures S4D—
S4F), except a decrease in Scd? mRNA expression in MoKCs
(Figure S4F). This observation was consistent with the
decreased cellular lipid staining observed in MoKCs, as SCD-1
favors lipid storage (Figure S4G). Of note, MoKC lipid loading
might thus be an intermediate between MoDMacs and EmKCs.
Finally, cluster 4 comprised genes strongly enriched in MoKCs,
and most of these genes were involved in inflammatory
processes. Indeed, pathways as cytokine-cytokine receptor
interaction, chemokine signaling, NF-kappa B signaling, or TNF
signaling were enriched in this last cluster. Such inflammatory
status of MoKCs might have favored the onset of the pre-fibrotic
signature we observed in the liver of mice harboring a majority
of MoKCs (Figure 5Q). In addition, we noticed that several
genes encoding for known pro-fibrotic mediators (Vegfa, Spp1,
Inhba, Osm, Lgals3, lI10, and Fn1) were upregulated in MoKCs
as compared to EmKCs (Figure S4H). Overall, a principal
component analysis revealed that EmKCs from the NASH condi-
tion clearly clustered aside from naive EmKCs, while MoKCs
were definitely set apart (Figure 6B). Then, we observed that
many genes known as EmKC markers, such as Clec4f and
Timd4, were downregulated in EmKCs during NASH, and weakly
expressed by MoKCs (Figure 6C). Also, the expression of genes
associated with iron metabolism suggested that MoKCs were
less actively engaged in erythrophagocytosis, a key EmKC func-
tion (Figure S4l). By contrast, Cx3cr1 and Ccr2 were solely found
in MoKCs, indicating their monocytic origin (Figure 6C). A
contamination of MoKCs by liver capsular macrophages
(LCMs) that also express Cx3cr1 (Sierro et al., 2017) was
excluded since Clec1b (encoding CLEC2) mRNA expression

Figure 5. EmKC Replacement by MoKCs Limited Hepatic TG Storage during NASH

(A) Strategy used to generate mice bearing mostly EmKCs or MoKCs.

(B) Flow cytometry analysis and quantification of TIMD4 ~ KC (MoKC) frequency among KCs after 2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals previously injected
with bDT (n =7) or DT (n = 9).

(C) Flow cytometry analysis of TIMD4, CD163, and VSIG4 expression on EmKCs and MoKCs after 2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals previously injected
with bDT or DT.

(D) Flow cytometry analysis and quantification of TIMD4~ CD163~ MoKC frequency after 2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals previously injected with bDT
(n=7)orDT (n=9).

(E) tSNE analysis of KC diversity based on TIMD4, CD163, and VSIG4 expressions after 2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals that were previously injected
with active DT. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) histograms highlight the expression of TIMD4, CD163, and VSIG4 in the different clusters identified.
(F-K) Liver KC (F), Ly-6C* monocyte (G), MoDMac (H), and neutrophil (PMNSs) () numbers, as well as hepatic TG content (J) and plasma ALT activity (K) after
2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals previously injected with bDT (n = 9-13) or DT (n = 13-20).

(L-Q) Hepatic mRNA expression of Acaca and Fasn (L), Scd1 (M), Dgat1 and Dgat2 (N), Cpt1a and Ppara (O), Slc27a2 and Slc27a4 (P), as well as Col1a1, Col3aT,
Ctgf, Lox, and Lox/2 (Q) were measured after 2 weeks of MCD diet in Cd207-DTR animals previously injected with bDT (n = 6-7) or DT (n = 6-8). Data are
represented as mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.

See also Figure S3.
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Figure 6. Transcriptional Profiling of KC Subsets

A. K-means clustering analysis of KC subsets found in control and NASH conditions revealed four clusters. Representative genes, as well as pathways enriched in
those clusters, were depicted.

(B) Principal-component analysis (PCA) of EmKCs retrieved from chow-fed animals (n = 6), as well as EmKCs (n = 6) and MoKCs (n = 7) isolated from mice fed
MCD diet for 6 weeks.

(C) Heatmap of keys genes discriminating EmKCs from MoKCs.

(D) Pathways enriched in MoKCs compared to EmKCs during NASH.

See also Figures S4, S5, and S6.

was low in LCMs as observed for Clec4f, Visg4, Cd163, and ure S5B). Inflammatory genes (Tnf, Cxcl1, Cxcl2, and Ccl2)
Timd4 (Figure S5A). Furthermore, KC subset expression of were induced in EmKCs during NASH, and were even more
GFP in Cx3cr1®™* mice fed the MCD for 6 weeks revealed strongly expressed in MoKCs. Additionally, genes associated
that CX3CR1 promoter activity was absent in EmKCs and only  with the metabolic activation of macrophages such as Cd9,
observed in the most immature VSIG4-negative MoKCs (Fig-  Trem2, and Gpnmb (Jaitin et al., 2019) were markedly induced
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Figure 7. Modulation of KC Subsets and Its Impact on NASH
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(A) Strategy used to deplete KCs in mice with established NASH and flow cytometry analysis of EmKCs (TIMD4* VSIG4*), “mature” MoKCs (TIMD4~ VSIG4*), and
“immature” MoKCs (TIMD4~ VSIG4 ") 24 h after Cd207-DTR animals with established steatohepatitis were injected with bDT (n = 3) or DT (n = 3). The bar graph

shows KC subset quantification.

(B) Hepatic TG content 1 week after Cd207-DTR animals with established steatohepatitis were injected with bDT (n = 8) or DT (n = 8).
(C) RNA-seq data of Bc/2/7 mRNA expression in EmMKCs under chow (n = 6) and MCD-fed conditions (n = 6).
(D) Flow cytometry analysis and quantification of MoKCs in animals lacking the anti-apoptotic gene Bc/2/7 in EmKCs (Cd207-cre x Bcl2/1%¥"°* mice, n = 10) fed

the MCD diet for 2 weeks as compared to controls (Bc/2/1"¥1°% mice, n = 6).

(E and F) Absolute quantification of EmKCs (E) and MoKCs (F) in Cd207-cre x Bcl2/1""* mice (n = 10) and Bcl2/17"°* controls (n = 6) fed the MCD diet for

2 weeks.

(G) Hepatic TG content in Cd207-cre x Bcl2/11"* mice (n = 9) and Bcl2/11/1°% control (n = 6) fed the MCD diet for 2 weeks.
(H) Scd? mRNA expression in the liver of Cd207-cre x Bcl2/179¢"°% mice (n = 8) and Bcl2/11°1°% controls (n = 8) fed the MCD diet for 2 weeks.
(I) Plasma ALT activity in Cd207-cre x Bcl2/1"°/ " mice (n = 7) and Bcl2/1"°¥/1°% controls (n = 8) fed the MCD diet for 2 weeks. Data are represented as mean +

SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.0001.
See also Figure S7.

in MoKCs (Figure 6C). Overall, when compared to EmKCs
retrieved from the NASH condition, MoKCs were enriched with
genes related to inflammatory pathways (Figure 6D). Next, we in-
tended to further document differences between EmKCs and
MoKCs using our RNA-seq data. In particular, we wondered
how the inflammatory hepatic environment, partly driven by
lipids such as SFAs, would impact on KC subsets. SFAs are
known inducers of inflammation that engage the NLRP3 inflam-
masome, and we found several components of this complex
were upregulated in MoKCs as compared to EmKCs (Fig-
ure S6A). Then, we generated gene signatures characterizing
the macrophage response to SFA alone or in combination with
LPS, and we found they were significantly enriched in MoKCs
versus EmKCs (Figures S6B and S6C). This suggests MoKCs
were probably more prone to lipid-induced stress and inflamma-

tion during NASH. In summary, MoKCs have a distinct transcrip-
tional landscape characterized by an increased inflammatory
status, and they altered the liver response to lipids during
NASH as compared to EmKCs.

Impaired EmKC Survival and Accelerated MoKC
Generation Limit Hepatic TG Content during NASH

We next addressed how EmKCs would impact hepatic TG stor-
age during NASH progression. To this aim, Cd207-DTR mice
were fed the MCD diet for 4 weeks and then injected with bDT
or DT. One day after DT injection, we found that EmKCs, as
well as “mature” VSIG4™ MoKCs, were depleted, while VSIG4~
MoKCs were unaffected (Figure 7A). Depletion of these subsets
led to decreased hepatic TG storage as measured 1 week after
bDT or DT injection (Figure 7B). Thus, KCs as a whole facilitate
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hepatic TG storage, although MoKCs were less efficient to do so
than EmKCs. We next set out to identify regulators of EmKC sur-
vival whose deletion would accelerate their replacement by
MoKCs. Our RNA-seq analysis revealed that the anti-apoptotic
gene Bcl2l1 was expressed by EmKCs, and its expression
increased during NASH (Figure 7C). Thus, to determine whether
Bcl2I1 expression by EmKCs would be a brake to MoKC gener-
ation, we deleted Bc/2/1 in EmKCs by crossing Bc/2/1 floxed an-
imals to Cd207-cre mice (Zahner et al., 2011). In the steady state,
mice lacking Bc/2/1 in KCs showed a decrease in EmKCs and
harbored few MoKCs (Figures S7A and 7B). These mice and their
controls were then fed with the MCD diet for 2 weeks. After chal-
lenge, mice lacking Bc/2/1 in EmKCs displayed an increase in the
MoKC fraction among KCs (Figure 7D). Eventually, EmKC
numbers were decreased (Figure 7E), while MoKC numbers
increased (Figure 7F) in Cd207-cre x Bcl2/11/1* mice as
compared to controls. These changes were associated with
decreased TG storage in the livers of Cd207-cre x Bcl2/171/fex
animals (Figure 7G), concomitant to lower hepatic Scd?7 mRNA
expression (Figure 7H). Finally, plasma ALT activity was mark-
edly elevated in Cd207-cre x Bcl2/17/1% animals as compared
to controls (Figure 71). Thus, limiting EmKC survival and favoring
the generation of MoKCs ultimately impacts on hepatic lipid con-
tent and liver damage during NASH.

DISCUSSION

Under homeostatic conditions, KCs are known to self-renew
locally to maintain themselves in the long term, independently
from circulating monocytes. Whether this paradigm holds true
during pathological settings remains unclear. While it has
been shown that KCs from monocytic origin are generated
upon Listeria monocytogenes infection (Blériot et al., 2015),
acetaminophen-induced liver injury does not drive MoKC devel-
opment (Zigmond et al., 2014). Thus, MoKC generation during
acute inflammatory episodes is not a consistently observed
event. In addition, the impact of chronic liver diseases on KC
self-maintenance remains ill-defined. Here, we asked whether
metabolic liver alterations such as hepatic steatosis and its pro-
gression to NASH, the leading cause of chronic hepatopathy
worldwide, would affect KC homeostasis. We now report that
steatohepatitis alters the ability of KCs to self-maintain, leading
to the generation of MoKCs seeding the liver in the long term,
even after disease has regressed. Thus, chronic steatohepatitis
leads to permanent changes in the KC pool, with potential
long-lasting impact on liver homeostasis and function.
Studying KC homeostasis first necessitated to unequivocally
discriminate them from MoDMacs accumulating during steato-
hepatitis. Initially, we used markers such as VSIG4, TIMD4,
and CD163 previously known for their selective expression on
KCs, but not MoDMacs. However, we found that CLEC2 was
the most useful marker to selectively identify KCs. In fact,
CLEC2 cell surface expression was similar on EmKCs and
MoKGCs. Of note, there is still more to learn about CLEC2 regula-
tion, as it is not well documented, although it doesn’t seem to be
regulated on EmKCs during liver injury (Zigmond et al., 2014). By
contrast, TIMD4 and CD163 were poorly expressed by MoKCs,
while VSIG4 and CLEC4F were only present on a fraction of
these cells. Also, Clec1b (encoding CLEC2) mRNA induction
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by MoKCs preceded Vsig4, Clec4F, Cd163, and Timd4 expres-
sion in a model of experimental KC depletion (Bonnardel et al.,
2019), implying that CLEC2 is one of the earliest markers signing
the acquisition of a KC identity. CLEC2 also permitted us to
discriminate MoKCs from MoDMacs. Several KC markers were
induced in MoKCs, but not in MoDMacs, arguing that MoKCs
mostly differ from MoDMacs by their ability to integrate cues
from the niche and transition toward a KC fate. Further work
will be needed to develop the tools to image CLEC2" cells and
document MoKCs’ and EmKCs’ respective locations along the
hepatic sinusoids. Thus, CLEC2 was instrumental to unequivo-
cally identify KCs independently from their origin. A recent study
identified two KC subsets in the human liver based on TIMD4
expression, suggesting KC diversity might also be observed in
human liver diseases (Ramachandran et al., 2019).

Here, we revealed that steatohepatitis profoundly affected
KC homeostasis, and their potential to self-renew was insuffi-
cient to maintain the KC pool under those chronic inflammatory
conditions. Monocyte differentiation into KCs was thus neces-
sary to maintain KC numbers similar to those observed under
homeostatic conditions. We observed more EmKC death during
NASH that favored the appearance of MoKCs. Multiple aspects
of NASH pathogenesis, such as lipid-induced ER stress and
oxidative stress, may concur to cause KC death, as they lead
to hepatocytes apoptosis (Kanda et al., 2018). We indeed
observed a gene signature consistent with increased ER stress
in EmKCs during NASH, which may underly their increased
susceptibility to die.

MoKCs were generated in the course of steatohepatitis, and
we observed that they still contributed to the KC pool after dis-
ease had regressed. While a majority of MoKCs found during
NASH were not fully mature, MoKCs were maintained and
matured after NASH regression. Their contribution to the KC
pool remained stable even 3 months after disease regression.
MoKCs thus acquired the full spectrum of KC characteristics
and, in particular, the ability to self-renew, although we did not
rule out that continuous MoKC generation occurred during
NASH regression. These findings are conflicting with a recent
report claiming that the changes observed within the liver macro-
phage pool during MCD diet-induced NASH were transient
(Devisscher et al.,, 2017). In this study, macrophages were
defined as F4/80* Ly-6C" cells, and the macrophage pool was
further subdivided into three populations, namely CLEC4F*
TIMD4*, CLEC4F* TIMD4 ™, and CLEC4F~ TIMD4 ™ cells. During
disease regression, the two latter populations were lost, and only
a few TIMD4~ macrophages were left after regression. Mono-
cyte tracking was not performed in this study, which might
explain the discrepancy. In our study, following monocyte fate
turned out to be crucial because the cell surface phenotype of
MoKCs changed as they matured during regression. Overall,
MoKCs were capable to seed the liver and to maintain in the
long term. These findings revealed that the ability of monocytes
to fill the niche after KC death, as happens after experimental KC
depletion (Scott et al., 2016), can similarly be observed in certain
physiopathological contexts such as NASH.

In order to compare KC subsets impact on NASH develop-
ment, we generated mice harboring mostly MoKCs or only
EmKCs. We noticed from our RNA-seq analysis that MoKCs
were enriched for genes involved in cellular stress and activation,
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which would need to be further substantiated at the protein level.
Then, we observed that MoKCs limited hepatic TG storage upon
MCD diet feeding while increasing liver damage as assessed by
plasma alanine aminotransferase activity. Such decreased stea-
tosis most likely reflected limited storage into hepatocytes rather
than KCs, given that hepatocytes occupy a much larger volume
and store TGs as macrovesicular lipid droplets as compared to
microvesicular droplets in KCs. Finally, we found that liver
expression of Scd7, encoding for an enzyme that limits the
accumulation of toxic lipids and favors TG storage, was
decreased when MoKCs dominated. Further work would be
needed to address its specific regulation in hepatocytes. It is
noteworthy that the phenotype of Scd7™~ animals fed the MCD
diet mirrored our observations, with limited liver TG storage
and increased hepatic damage (Li et al., 2009). Scd1™~ animals
had increased SFA to MUFA ratio and were impaired in their abil-
ity to partition excess lipid into MUFAs that can be safely stored
(Li et al., 2009). Of note, the slight decrease in MoKC numbers
observed after MCD feeding could also have contributed in
reducing TG accumulation in our model. In addition, we
observed a decrease in hepatic TG storage when we specifically
depleted EmKCs and VSIG4" MoKCs in established NASH.
Finally, we revealed that limiting EmKC survival and favoring their
replacement by MoKCs dampened hepatic TG content and
increased liver damage. We can thus assign an accessory func-
tion to EmKCs as facilitators of hepatic lipid storage as TGs, an
adaptation to lipid overload that limits lipid toxicity and confers
tissue protection. Nonetheless, our results revealed that MoKCs
might not be as effective as EmKCs in promoting this lipid stor-
age. This finding highlights a differential functional impact of KCs
on liver disease depending on their origin.

Overall, our work revealed that steatohepatitis had a major and
long-lasting impact on the ability of EmKCs to self-maintain,
which in turn impacted on the liver response to lipid overload.
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

PE anti-mouse CD115 (AFS98) BioLegend Cat# 135506, RRID: AB_1937253
Alexa 647 anti-mouse CD115 (AFS98) BioLegend Cat# 135530, RRID:AB_2566525
FITC anti-mouse CD11c (N418) BioLegend Cat# 117306, RRID:AB_313775
PE/Cy7 anti-mouse CD11c (N418) BioLegend Cat# 117318, RRID:AB_493568
BV510 anti-mouse CD11c (N418) BioLegend Cat# 117353, RRID:AB_2686978
FITC anti-mouse MHC-II IA/IE (M5/114.15.2) BioLegend Cat# 107606, RRID:AB_313321
APC/Fire750 anti-mouse MHC-II IA/IE (M5/114.15.2) BioLegend Cat# 107652, RRID:AB_2616729
eFluor450 anti-mouse/human CD11b (M1/70) ThermoFisher Scientific Cat# 48-0112-82, RRID:AB_1582236
FITC anti-mouse/human CD11b (M1/70) BioLegend Cat# 101206, RRID:AB_312789
APC/Fire750 anti-mouse CD45 (30F11) BioLegend Cat# 103154, RRID:AB_2572116
BV510 anti-mouse CD45 (30F11) BioLegend Cat# 103138, RRID:AB_2563061
PerCP/Cy5.5 anti-mouse Ly6G/Ly-6C (Gr-1) BioLegend Cat# 108428, RRID:AB_893558
(RB6-8C5)

FITC anti-mouse Ly-6C (HK1.4) BioLegend Cat# 128006, RRID:AB_1186135
PerCP/Cy5.5 anti-mouse Ly-6C (HK1.4) BioLegend Cat# 128012, RRID:AB_1659241
APC anti-mouse Ly-6C (HK1.4) BioLegend Cat# 128016, RRID:AB_1732076

PE anti-mouse CD64 (X54-5/7.1) R&D Systems Cat# FAB20741P, RRID:AB_2293958

Alexa 647 anti-mouse CD64 (X54-5/7.1)
PE anti-mouse CLEC2 (17D9)

FITC anti-mouse CLEC2 (17D9)

PE/Cy7 anti-mouse VSIG4 (NLA14)

PE anti-mouse/human CD207 (4C7)
APC anti-mouse/human CD207 (4C7)
PE anti-mouse CD163 (TNKUPJ)

FITC anti-mouse F4/80 (BM8)

Alexa 647 anti-mouse TIMD4 (RMT4-54)
Alexa 700 anti-human/mouse Ki67 (B56)
eFluor450 anti-mouse CD45.1 (A20)
V450 anti-mouse CD19 (1D3)

APC anti-mouse TCRb (H57-597)

PE anti-mouse CD103 (2E7)

APC anti-mouse CD103 (2E7)

PE anti-mouse Siglec-F (E50-2440)

PE anti-mouse CD8a (53-6.7)
Unconjugated anti-mouse CLEC4F

Cy2 anti-goat IgG (H+L)

BD Biosciences
BioLegend

Bio-Rad Laboratories
ThermoFisher Scientific
BioLegend

BioLegend
ThermoFisher Scientific
BioLegend

BioLegend

BD Biosciences
ThermoFisher Scientific
BD Biosciences
ThermoFisher Scientific
BioLegend

BioLegend

BD Biosciences
Biolegend

R&D Systems

Jackson ImmunoResearch

Cat# 558539, RRID:AB_647120

Cat# 146104, RRID:AB_2562383
Cat# MCA5700F, RRID:AB_11152598
Cat# 25-5752-82, RRID:AB_2637431
Cat# 144203, RRID:AB_2561498
Cat# 144205, RRID:AB_2561997
Cat# 12-1631-80, RRID:AB_2716923
Cat# 123108, RRID:AB_893502

Cat# 130008, RRID:AB_2271648
Cat# 561277, RRID:AB_10611571
Cat# 48-0453-82, RRID:AB_1272189
Cat# 560375, RRID:AB_1645269
Cat# 17-5961-81, RRID:AB_469480
Cat# 121406, RRID:AB_1133989
Cat# 121414, RRID:AB_1227502
Cat# 552126, RRID:AB_394341

Cat# 100708, RRID:AB_312747

Cat# AF2784, RRID:AB_2081339
Cat# 705-225-147, RRID:AB_2307341

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Collagenase D from Clostridium histolyticum
Deoxyribonuclease | from bovine pancreas
Diphtheria Toxin from Corynebacterium diphtheriae
Diphtheria Toxin from Corynebacterium diphtheriae
Draq7 Cell viability dye

Polybead Carboxylate Microspheres 10.00pm

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
BioLegend
Polysciences

Cat# 11088882001
Cat# DN25

Cat# 322326

Cat# D0564

Cati# 424001

Cat# 18133-2
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Critical Commercial Assays

ALAT (GPT) FS
Triglycerides FS
Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set

BD Cytofix/Cytoperm (Fixation/Permeabilization
Solution Kit)

RNeasy Plus Micro Kit
SuperScript VILO cDNA synthesis kit

SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for
Sequencing
In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red

DiaSys Diagnostic Systems
DiaSys Diagnostic Systems

ThermoFisher Scientific
BD Biosciences

QIAGEN
ThermoFisher Scientific
Takara Bio

Sigma-Aldrich

Cat# 127019910021
Cat# 157609910021
Cat# 00-5523-00
Cat# 554714

Cat# 74034
Cat# 11754050
Cat# 634889

Cat# 12156792910

Deposited Data

Microarray and RNaseq datasets

NCBI GEO DataSets

GSE37448, GSE15907,
GSE63340, GSE75225,

GSE55606,
GSE77104,
GSE117115.
Microarray dataset ArrayExpress E-MTAB-5932
RNaseq dataset NCBI BioProject PRJNA483744
RNaseq dataset This paper GSE138778
Experimental Models: Organisms/Strains
Mouse: C57BL/6JRj Janvier Labs, France Cat# C57BL/6JRj

Mouse: B6.SJL-Ptprc®Pepc®/BoyCrl (CD45.1)

Charles River, France

Cat# CRL:494, RRID:IMSR_CRL:494

Mouse: B6.129(ICR)-Tg(CAG-ECFP)CK6Nagy/J Jackson Laboratories, USA Cat# JAX:004218,

(eCFP transgenic mice) RRID:IMSR_JAX:004218

Mouse: B6.Cg-Lep°®/J (Ob/Ob mice) Jackson Laboratories, USA Cat# JAX:000632,
RRID:IMSR_JAX:000632

Mouse: B6.129S4-Ccr2'™""/J (Ccr2 -/- mice) Jackson Laboratories, USA Cati# JAX:004999,
RRID:IMSR_JAX:004999

Mouse: Cd68-hBCL2 Our lab N/A

Mouse: B6.12952-Cd207m3PTR/CFAMal/ Jackson Laboratories, USA Cat# JAX:016940,

(Cd207-DTR mice) RRID:IMSR_JAX:016940

Mouse: B6.129P2(Cg)-Cx3cr1'™tt/y Jackson Laboratories, USA Cat# JAX:005582,
RRID:IMSR_JAX:005582

Mouse: Bcl2I1 floxed animals Edmund B. Rucker N/A

Mouse: Cd207-cre mice Bjorn E. Clausen N/A

Software and Algorithms

FlowJo Treestar RRID:SCR_008520

GraphPad Prism GraphPad Software RRID:SCR_002798

R Project for Statistical Computing http://www.r-project.org/ RRID:SCR_001905

Eoulsan http://transcriptome.ens.fr/eoulsan/ RRID:SCR_011901

STAR https://github.com/alexdobin/STAR RRID:SCR_015899

DESeq2 https://bioconductor.org/packages/ RRID:SCR_015687

release/bioc/html/DESeq2.html

LIMMA RRID:SCR_010943

Phantasus https://artyomovlab.wustl.edu/phantasus/

ClusterProfiler http://bioconductor.org/packages/release/ RRID:SCR_016884

bioc/html/clusterProfiler.html
Enrichr http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/ RRID:SCR_001575
Fiji http:/fiji.sc RRID:SCR_002285

(Continued on next page)
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Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Other

BD LSRFortessa Cell Analyzer Becton Dickinson N/A

BD FACSAria |l Cell Sorter Becton Dickinson N/A
Precellys Bertin Instruments N/A
gentleMACS Dissociator Miltenyi Biotec N/A
NovaSeq 6000 lllumina N/A

Zeiss AxiolmagerM2 Zeiss N/A

Roche LightCycler 480 Roche Life Science N/A

RESOURCE AVAILABILITY

Lead Contact
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Emma-
nuel Gautier (emmanuel-laurent.gautier@inserm.fr).

Materials Availability
This study did not generate new unique reagents.

Data and Code Availability
The accession number for the RNaseq data generated in this study was deposited under the accession number GSE138778.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Mouse strains used in the study

Wild-type C57BL/6J mice were from Janvier Labs. CD45.1 (Ly5.1, B6.SJL-Ptprc®Pepc®/BoyCrl) and Ob/Ob (B6.Cg-Lep°®/J) mice
were from Charles River. Ccr2~/~ (B6.129S4-Ccr2!™""/J), homozygous eCFP transgenic (B6.129(ICR)-Tg(CAG-ECFP)CK6Nagy/
J), hemizygous Cx3cr1®* (B6.129P2(Cg)-Cx3cr1™™H%/J) and homozygous Cd207-DTR (B6.129S2-Cd207!m3CTR/GFEIMal; j) mice
were from the Jackson Laboratory. Cd68-hBCL2 mice previously generated by our team (Gautier et al., 2009) were bred in-house
to Ccr2”~ animals. Floxed Bcl2/1 animals (provided by Edmund B. Rucker) were bred to Cd207-cre mice (Zahner et al., 2011) to obtain
Cd207-cre x Bel2I1™* gnimals.

Animal housing and diets used
Mice were maintained on a 12 h light and dark cycle with ad libitum access to water and standard chow diet (no. 5058; Lab-Diet). For
steatohepatitis studies, animals were fed a methionine and choline-deficient diet (MCD, A02082002BR, Research Diets) or a choline-
deficient high fat diet (CDA-HFD, A06071302, Research Diets). Alternatively, steatosis was induced by high fat diet feeding (HFD,
D12492, Research Diets). Diet duration was indicated in the text and/or figure legends.

All animal procedures were in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the European
Commission Directive 86/609/EEC and given authorization from the French Ministry of Research.

METHOD DETAILS

Total body irradiation and bone marrow transplantation

Ccr2~'~ mice were exposed to 3Gy total body irradiation. Bone marrow cells were harvested from donor mice by gently flushing
their femurs and 5 to 10 x 108 cells were intravenously injected into each recipient mice. A two weeks-recovery period was observed
to ensure donor bone marrow engraftment and blood monocytes reconstitution.

Parabiosis
Parabiotic mice were generated using 6 to 8 weeks old weight-matched CD45.2* (C57BL/6J or Ccr2~/~) and CD45.1* (C57BL/6) fe-
male mice. One month after surgery mice were fed the MCD diet for 6 weeks.

Diphteria toxin (DT) injection in Cd207-DTR mice

Kupffer cells were depleted following intraperitoneal DT injection (1pg per mouse) in homozygous Cd207-DTR mice. When long-term
experiments were conducted, two DT injections were performed one day apart in order to maximize EmKCs depletion and their
replacement by MoKCs. Cd207-DTR mice injected with boiled, heat-inactivated DT (bDT) were used as controls.

Immunity 53, 627-640.e1-e5, September 15, 2020 e3

87



@ CelPress Immunity

Plasma alanine aminotransferase activity
Plasma alanine aminotransferase (ALT) activity was determined using a UV test kit (ALAT GPT FS, Diasys) run on a Konelab analyzer
(Thermo Fisher Scientific).

Liver lipid extraction and triglycerides determination

Frozen liver samples (~50 mg) were homogenized in a chloroform/methanol mixture (3:2; 1 mL per 50 mg of tissue) using a tissue
homogenizer (Precellys, Bertin Technologies) and lipids were extracted overnight. After centrifugation (20 min x 2200 rpm) at 4°C,
an aliquot of the extract was combined (1:1) with 1% Triton in chloroform. After drying, a commercially available kit (Diasys) was
used for colorimetric quantification of triglycerides.

Tissue processing and cell suspensions preparation

Spleens, lungs and kidneys were harvested from PBS-perfused animals and digested in Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS, no
calcium and magnesium) containing fetal bovine serum (3%) and collagenase D (2.5 mg/mL, Sigma) as previously described (Gautier
etal., 2012b). Circulating leukocytes preparation and peritoneal lavage were performed as previously described (Gautier et al., 2013).
Livers were collected from mice perfused with PBS, placed in 3 mL of HBSS containing collagenase D (2.5 mg/mL, Sigma) and DNase
(10 U/mL, Sigma), minced with scissors, run on the GentleMACS dissociator and incubated for 30 min at 37°C under agitation.
Samples were then run on the GentleMACS dissociator for a second time. Cell suspensions were passed through a 100 pm filter
before staining.

Flow cytometry

Antibodies were purchased from BioLegend, Thermo Fisher Scientific, R&D Systems and BD Biosciences. The following markers and
clones were used: CD115 (AFS98), CD11c (N418), MHC-II (M5/114.15.2), CD11b (M1/70), CD45 (30-F11), Gr-1 (RB6-8C5), Ly-6C
(HK1.4), CD64 (X54-5/7.1), CD64 (FAB20741P), VSIG4 (NLA14), CD207 (4C7), CLEC4F (AF2784), CD163 (TNKUPJ), F4/80 (BM8),
TIMD4 (RMT4-54), CLEC2 (17D9), Ki-67 (B56), CD45.1 (A20), CD19 (1D3), TCRB (H57-597), CD103 (2E7), Siglec-F (E50-2440) and
CD8a (53-6.7).

Cell suspensions were stained with appropriate antibodies for 30 min on ice. Draq7 was used to exclude dead cells. Intracellular
Ki-67 staining was performed using the Foxp3 staining kit from Thermo Fisher Scientific. Bodipy staining was performed on cells fixed
using the Cytofix/Cytoperm™ kit from BD Biosciences.

To calculate absolute cell counts, a fixed number of nonfluorescent beads (10000, 10-um polybead carboxylate microspheres from
Polysciences) was added to each tube. The formula number of cells = (number of acquired cells x 10,000) < (number of acquired
beads) was used. Cell counts were finally expressed as a number of cells per milligram of tissue or per milliliter of blood.

Data were acquired on a BD LSRFortessa flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software (Tree Star). The
dimensionality reduction algorithm tSNE (t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) was run using the plugin integrated in
FlowJo. Cell sorting was performed on a BD FACSAria Il cell sorter.

Liver neutral lipid staining and in situ analysis of Kupffer cells death

Livers were collected, fixed in 4% paraformaldehyde solution followed by incubation in a sucrose solution (30% in PBS) at 4°C.
Livers were then embedded in Tissue-Tek OCT compound and sectioned. Frozen sections (8 pm) were rinsed in PBS and incubated
with Bodipy (0.1mg/mL in PBS) for 30 min to label neutral lipids. After washing in PBS, the sections were counterstained for nuclei
with DAPI.

Frozen liver sections (8 um) were rinsed in PBS and dead cells were labeled using the In Situ Cell Death Detection Kit (TMR red,
Sigma). Kupffer cells were labeled with an anti-CLECA4F antibody (goat polyclonal, R&D Systems) following by anti-goat Cy2 (Jackson
ImmunoResearch) while nuclei were stained with DAPI.

Images were captured using a Zeiss AxiolmagerM2 microscope and the AxioVision Zeiss software. Images were processed using
the open-source Fiji software.

qPCR analysis of flow cytometry-sorted cells

Total RNA preparation was performed from 20 000 sorted cells using the RNeasy Plus micro kit (QIAGEN). RNA was reverse tran-
scribed using the SuperScript VILO cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitative PCR analyses were performed using
a LightCycler® 480 real-time PCR system and dedicated software (Roche). Initial differences in mMRNA quantities were controlled
using reference mouse genes Hprt, Rpl/13a, and Nono. Gene expression was normalized to those 3 housekeeping genes using
the Roche LightCycler® 480 software. Primers sequences are available upon request.

qPCR analysis of liver samples

Total RNA preparation was performed using the NucleoSpin RNA Plus kit (MACHEREY-NAGEL). RNA was reverse transcribed
using the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). Quantitative PCR analyses were performed using a LightCycler®
480 real-time PCR system and dedicated software (Roche). Gene expression was normalized to at least 3 housekeeping genes
using the Roche LightCycler® 480 software. Primers sequences are available upon request.
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Published RNaseq and microarray datasets

Expression of several genes was extracted from previous profiling of tissue resident macrophage populations (GSE37448,
GSE15907, GSE63340, GSE75225, GSE55606, E-MTAB-5932, PRUNA483744) (Gautier et al., 2012a; Lavin et al., 2014; Morgantini
et al., 2019). Other datasets were used (GSE77104, GSE117115) to generate specific gene signatures.

RNaseq on flow cytometry-sorted KCs

Total RNA preparation was performed from 5 x 10° sorted KCs using the RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN). cDNA libraries were
generated using SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for Sequencing (Takara). RNA-Seq libraries were sequenced on an lllumina
NovaSeq 6000 (30 million reads per sample).

RNA-Seq analysis was completed using the Eoulsan pipeline (Jourdren et al., 2012). The STAR index was used to map raw reads
to the genome and data normalization was performed with DESeg2. A LIMMA analysis was conducted to select differentially ex-
pressed genes with a 2-fold change cutoff between at least two conditions. Adjusted p value for multiple gene testing were used.
Annotated genes with a count mean over 100 in at least one condition and a coefficient of variation of more than 0.5 between at
least two conditions were retained. Principal component analysis, K-means clustering and GSEA analysis were performed using
the Phantasus web platform. Cluster number was determined using the R cluster package. The R package ClusterProfiler and the
web platform Enrichr were used for pathway analysis and illustration. Data were deposited at NCBI under the accession number
GSE138778.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical significance of differences was performed using GraphPad Prism (GraphPad Software). Two-tailed Student’s t test
was used to assess the statistical significance of the difference between means of two groups. Experiments were repeated at least
twice. When more than 2 groups were studied, analysis of variance was performed followed by Newman-Keuls as post hoc test.
Graphs depicted the mean + SEM. Statistical significance is represented as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, and
****p < 0.0001.

Immunity 53, 627-640.e1-e5, September 15, 2020 e5

89



Immunity, Volume 53

Supplemental Information

Impaired Kupffer Cell Self-Renewal
Alters the Liver Response to Lipid Overload

during Non-alcoholic Steatohepatitis

Sophie Tran, Ines Baba, Lucie Poupel, Sébastien Dussaud, Martine Moreau, Adélaide
Gélineau, Geneviéve Marcelin, Elissa Magréau-Davy, Melissa Ouhachi, Philippe
Lesnik, Alexandre Boissonnas, Wilfried Le Goff, Bjorn E. Clausen, Laurent Yvan-
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Supplemental Figure S1. Markers selectively expressed by Kupffer cells and strategy to discriminate
KCs from monocyte-derived inflammatory macrophages in the liver of Ob/Ob mice and HFD-fed
mice, Related to Figure 1.

(A) Microarray data obtained from Gautier and al. (Nat Immunol 2012) depicting the expression of Clec1b
(encoding CLEC2), Cd207, Vsig4 and Timd4 mRNAs in several tissue resident mouse macrophage
populations as well as thioglycollate monocyte-derived peritoneal macrophages (MoDMac).

(B) RNAseq data obtained from Lavin and al. (Cell 2014) depicting the expression of Clec1b, Cd207, Vsig4
and Timd4 mRNAs in several tissue resident mouse macrophage populations as well as blood monocytes
and neutrophils.

(C) Representative pictures of Bodipy- and hematoxylin-stained liver sections depicting macrovesicular lipid
droplets in MCD diet-fed animals as compared to chow diet-fed controls.

(D) Gating strategy used to depict the co-residency of KCs and MoDMacs in the steatotic liver of 12 weeks-
old Ob/Ob mice and their lean controls.

(E) Plasma ALT activity was increased in Ob/Ob mice as compared to controls.

(F) Quantification of KCs, monocyte-derived inflammatory macrophages (MoDMacs) and Ly-6C* monocytes
in Ob/Ob mice and controls.

(G) Gating strategy used to depict the co-residency of KCs and MoDMacs in the steatotic liver of WT and
Ccr2” mice fed a HFD (60% calories from fat) for 16 weeks.

(H) Plasma ALT activity was increased in WT mice fed an HFD for 11 and 16 weeks.

(I) Quantification of KCs, monocyte-derived inflammatory macrophages (MoDMacs) and Ly-6C* monocytes
in WT and Ccr2” mice fed a HFD for 16 weeks.
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Supplemental Figure S2. Monocytes participate to the KC pool during NASH, Related to
Figures 2, 3 and 4.

(A) Experimental strategy used to track monocytes fate by generating low-irradiation chimeras with
Ccr2” mice as recipients and eCFP* as donor cells.

(B) Quantification of chimerism in circulating Ly-6C* monocytes (Mo Ly-6C*) and Ly-6C- monocytes
(Mo Ly-6C-) blood monocytes at the end of the experiment.

(C) Quantification of the chimerism (eCFP* cells) observed in KCs, MoDMacs and lung alveolar
macrophages from Ccr27-based chimeras under the chow-fed and MCD-fed conditions.

(D) Correlation between the proportions of monocyte-derived KCs (KCs eCFP*) and MoDMacs in
MCD-fed animals.

(E) Experimental strategy used to track monocytes fate by generating low-irradiation chimeras with
WT mice as recipients and CD45.1* as donor cells.

(F) Quantification of the chimerism (CD45.1* cells) observed in KCs and MoDMacs from WT-based
chimeras under the chow-fed and MCD-fed conditions.

(G) Proportion of MoKCs, corrected by the chimerism measured in blood Ly-6C* monocytes, among
the KC pool (CLEC2* KCs) over the time course of MCD diet-induced NASH in Ccr27-based
chimeras.

(H) Cell surface expression of CLEC4F on EmKCs and MoKCs in Ccr2-based chimeras fed the
MCD diet for 6 weeks. The frequency of KCs bearing CLEC4F expression is shown.

(I) Proportion of MoKCs expressing VSIG4 over the course of MCD diet-induced NASH.

(J) Proportion of EmKCs expressing VSIG4 over the course of MCD diet-induced NASH.

(K) EmKCs and MoKCs absolute numbers in male Ccr27- and Cd68-hBCL2 x Ccr2”-based low
irradiation chimeras transplanted with bone marrow cells from CD45.1 mice fed the MCD diet for 6
weeks.

L. EmKCs and MoKCs absolute numbers in female Ccr2”- and Cd68-hBCL2 x Ccr2”-based low
irradiation chimeras transplanted with bone marrow cells from CD45.1 mice fed the MCD diet for 6
weeks.
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Supplemental Figure S3. KCs, other tissue resident macrophages and conventional dendritic cells
in Cd207-DTR mice injected with diphteria toxin, Related to Figure 5.

(A) Tissue macrophages residing in the liver, spleen, kidney, peritoneum and lung, as well as circulating
monocytes and neutrophils, were analyzed by flow cytometry 24 hours after diphteria toxin injection in
Cd207-DTR mice and compared to Cd207-DTR animals injected with PBS.

(B) Flow cytometry plots illustrating the replacement of EmKCs (CD11ble CLEC2" TIMD4*) present in
Cd207-DTR mice injected with boiled, heat-inactivated diphteria toxin (bDT) by a majority of MoKCs
(CD11b'e CLEC2h TIMD4-, >80% of the KC pool) when Cd207-DTR animals were injected with active DT
3 weeks earlier.

(C) KCs number in Cd207-DTR animals 3 weeks after bDT and DT injection.

(D) Spleen cDCs subsets in Cd207-DTR animals 3 weeks after bDT or DT injection.

(E) Lung cDCs subsets in Cd207-DTR animals 3 weeks after bDT or DT injection.

(F) Liver cDCs subsets in Cd207-DTR animals 3 weeks after bDT or DT injection.
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Supplemental Figure S4. Transcriptional analysis of KC subsets, Related to Figure 6.

(A) Expression of inflammatory genes in EmKCs from mice fed a HFD for 9 weeks (Morgantini C.
et al., Nat. Metabolism. 2019) or from mice fed the MCD diet for 6 weeks (our current study) and
their respective controls.

(B) mRNA expression of the elF2a kinases (Hri, Pkr, Perk, and Gcn2) that initiates the different
arms of the integrated stress response (ISR) in EmKCs from mice fed a HFD for 9 weeks
(Morgantini C. et al., Nat. Metabolism. 2019) or from mice fed the MCD diet for 6 weeks (our
current study) and their respective controls.

(C) mRNA expression of genes downstream the activation the ER stress arm of the ISR by the
elF2a kinase PERK in EmKCs from mice fed a HFD for 9 weeks (Morgantini C. et al., Nat.
Metabolism. 2019) or from mice fed the MCD diet for 6 weeks (our current study) and their
respective controls.

(D) mRNA expression of genes involved in lipid uptake in EmKCs and MoKCs.

(E) mRNA expression of genes involved in lipid efflux in EmKCs and MoKCs.

(F) mRNA expression of genes involved in fatty acid metabolism in EmKCs and MoKCs.

(G) Intracellular lipids stained by Bodipy in EmKCs and MoKCs from mice fed the MCD diet for 6
weeks.

(H) mRNA expression of genes involved in tissue fibrosis in EmKCs and MoKCs of MCD diet fed
mice.

(I) mRNA expression of genes involved in intracellular iron homeostasis in EmKCs and MoKCs.
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Supplemental Figure S5. KC markers expression by liver capsular macrophages of naive mice and
CX3CR1 expression by KC subsets during NASH, Related to Figure 6.

(A) Heatmap depicting the expression of KC markers in EmKCs and liver capsular macrophages (LCMs)
of naive control mice. Data were obtained from Sierro et al. Immunity 2017.

(B) GFP expression by KC subsets in Cx3cr1¢®* mice fed the MCD diet for 6 weeks. CX3CR1-GFP
expression was absent from TIMD4* EmKCs and only observed in immature VSIG4 negative MoKCs.
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Supplemental Figure S6. Induction of lipid-mediated inflammatory gene signatures in KC subsets, Related
to Figure 6.

(A) mRNA expression of genes involved in the activation of NLRP3 inflammasome in EmKCs and MoKCs of MCD
diet fed animals.

(B) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the saturated fatty acid gene signature in KC subsets using the
Phantasus software. The saturated fatty acid gene signature was generated from a previously published dataset
(GSE77104)

(C) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the saturated fatty acid + LPS signature in KC subsets using the
Phantasus software. The saturated fatty acid + LPS gene signature was generated from a previously published
dataset (GSE117115)
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Supplemental Figure S7. EmKCs and MoKCs numbers in naive mice lacking Bc/2/1 in EmKCs,
Related to Figure 7.

(A) EmKCs counts in naive CD207-cre x Bc2/1oxflox mice and Bc2/1foxflox controls.

(B) MoKCs counts in naive CD207-cre x Bc2/1%oxflox mice and Bc2/1foxflox controls.
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Conclusion et discussion

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a la diversité des populations de
macrophages hépatiques au cours de la NASH. En conditions physiologiques, il est
établi que les KCs se maintiennent par auto-renouvelement, indépendamment des
monocytes circulants. Toutefois, plusieurs études ont montré que les monocytes
pouvaient participer au pool de KCs dans des contextes de déplétion non
physiologique (Beattie et al., 2016; Scott et al., 2016). Jusqu’alors, peu d’études se
sont intéressées a ce qu’il advenait dans un contexte physiopathologique. Nous avons
donc voulu déterminer si la capacité des KCs a se maintenir était perturbée au cours
de la NASH.

MoKCs
CD64+ CLECAF+
Stress lipotoxique VSIG4+/- TIMD4-

WRIERE WIS \l/Auto-renouvéIement
“heem=22” Mort
—_—
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Figure 13. Diversité de macrophages hépatiques au cours de la NASH.

Les KCs d’origine embryonnaire (EmKCs) se localisent au niveau des sinusoides hépatiques et se
caractérisent par leur expression des marqueurs suivants CD64+ CLEC4F+ VSIG4+ TIMD4+. En
conditions d’homéostasie, les KCs se maintiennent par auto-renouvelement, indépendamment des
monocytes circulants. Dans un contexte de NASH, le stress lipotoxique conduit a la mort de
EmKCs. Certains monocytes Ly-6C+ se différencient alors en KCs (MoKCs) qui se définissent de
la maniere suivante : CD64+ CLEC4F+ VSIG4+/- TIMD4-. Les monocytes peuvent aussi se
différencier en macrophages associés aux lipides (CD64+ CLEC4F- VSIG4- TIMD4- SPP1+).
Adapté de (Huby and Gautier, 2021)

Nous avons tout d’abord identifié plusieurs marqueurs permettant de différencier les

différentes populations de macrophages hépatiques au cours de la NASH. Les EmKCs

se caractérisent ainsi par leur expression des marqueurs CLEC4F, VSIG4, TIMD4 et
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CLEC2. Nous avons choisi le marqueur CLEC2 pour étudier le pool de macrophages
hépatiques au cours de la NASH car il nous permet de différencier les KCs des
macrophages inflammatoires dérivés des monocytes (MoDMacs).

Dans un second temps, nous avons pu montrer une altération de 'homéostasie des
KCs au cours de la NASH. En effet, contrairement aux conditions d’homéostasie, les
monocytes circulants sont recrutés dans le foie et contribuent au pool de KCs lors de
la NASH. Ces KCs dérivées des monocytes (MoKCs) expriment CLEC2 mais pas
TIMD4, un marqueur canonique des EmKCs, et seulement une partie d’entre elles
expriment VSIG4, un autre marqueur caractéristique des EmKCs. Nous avons pu
montrer que les EmKCs entraient en apoptose au cours de la NASH et que la
génération des MoKCs est moindre lorsque I'on limite la mort cellulaire des EmKCs.
La question se pose de savoir quel serait I'impact sur le foie si 'on force le maintien
des EmKCs, bloquant ainsi la génération des MoKCs. On pourrait générer un modéle
de souris transgénique dans lequel les EmKCs surexpriment I'anti-apoptotique hBCL2
sous le contréle d’un promoteur spécifique des EmKCs comme Clec4f. Cette lignée
Clec4f-hBCL2 serait ensuite soumise a un régime induisant la NASH, et nous
analyserions le stockage hépatique des lipides ainsi que les dommages hépatiques.
Enfin, nous avons constaté qu’aprés régression de la pathologie, les MoKCs se
maintiennent dans le temps et que la grande majorité d’entre elles acquiérent
'expression de VSIG4 alors que peu induisent TIMD4. Aussi, la simple absence
d’expression du marqueur TIMD4 permet de différencier les EmKCs des MoKCs. |l
serait intéressant de comparer les MoKCs a leurs homologues embryonnaires une fois
que l'inflammation est résolue car nous n’avons pas répondu encore a cette question.
Une analyse par RNAseq permettrait de comparer les signatures géniques des
EmKCs et des MoKCs, aprés régression de la NASH.

Notre analyse transcriptionnelle par RNAseq nous a ensuite permis de relever des
différences notables entre les EmKCs et les MoKCs présentes au cours de la NASH.
Par exemple, les MoKCs présentent un niveau d’expression diminué de geénes
associés au métabolisme du fer, suggérant que leur capacité a gérer le fer suite au
processus d’érythrophagocytose serait altéré comparé aux EmKCs ou que leur
capacité a réaliser I'érythrophagocytose est en soi amoindrie. Nous avons également
observé une signature transcriptionnelle associée a la lipotoxicité chez les EmMKCs au
cours de la NASH, ce qui pourrait expliquer leur sensibilité accrue a la mort cellulaire.

Enfin, nous avons aussi pu constater que les MoKCs générées au cours de la NASH
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présentaient un phénotype pro-inflammatoire, en comparaison a leurs homologues
embryonnaires.

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes particulierement intéressés a
I'impact fonctionnel des MoKCs sur la physiopathologie de la NASH. Nous avons tout
d’abord constaté que les MoKCs limitaient la capacité du foie a stocker des
triglycérides en comparaison aux EmKCs. Dans le méme temps, nous observons que
les MoKCs exacerbent les dommages hépatiques. Ces observations pourraient
s’expliquer par le fait que I'on observe une diminution de I'expression de Scd7 dans le
foie lorsque les MoKCs sont prépondérantes. La protéine SCD-1 joue un réle clé dans
le métabolisme des lipides en favorisant le stockage lipidique sous forme de
triglycérides non toxiques. Son inhibition méne a l'accumulation d’acides gras
insaturés toxiques pour les hépatocytes, induisant leur apoptose, et une baisse de la
génération des triglycérides. Une surexpression hépatique de SCD-1 médiée par un
AAV (Adeno-Associated Virus) de type 9 dans un contexte ou les MoKCs s’accumulent
permettrait de valider 'importance de cette voie.

Une des caractéristiques de la NASH est la fibrose hépatique. Il aurait été intéressant
de déterminer le réle des MoKCs sur le développement de la fibrose hépatique. Afin
de pouvoir observé cette fibrose les souris doivent étre soumises au régime MCD
pendant plusieurs mois (Machado et al., 2015). Cependant, une administration aussi
longue du régime MCD induirait un remplacement complet des EmKCs par des
MoKCs. Par conséquent, il serait difficile de comparer I'impact de ces différentes
populations sur la mise en place de la fibrose et son développement. L’utilisation de
régimes alternatifs, avec lesquels la fibrose précéde le remplacement complet des
EmKCs, pourrait peut-étre répondre a cette question. Toutefois, nos résultats semblent
prometteurs puisque nous avons mis en évidence une augmentation de I'expression
de plusieurs génes pro-fibrotiques chez des animaux arborant majoritairement des
MoKCs. Ainsi, le phénotype pro-inflammatoires des MoKCs semblent également
favoriser la mise en place de la fibrose.

En résumé, mon travail a permis de montrer que 'homéostasie des EmKCs était
altérée au cours de la NASH, menant a la génération de MoKCs qui exacerbent les

dommages hépatiques associés a la NASH.
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Projet annexe — Role of Kupffer cells-
mediated inflammation in Acute Liver Injury

Introduction

Le foie est un organe métabolique central qui joue un réle majeur dans la défense de
'héte face aux micro-organismes pathogénes et aux toxines présentes dans la
circulation. En raison de leur localisation dans les sinusoides hépatiques, les cellules
de Kupffer (KCs), macrophages résidents du foie, jouent un rdle clé dans la défense
de I'héte en éliminant les agents pathogénes qu’elles rencontrent. Grace a leur
emplacement, les KCs sont en contact direct avec le sang portal provenant de l'intestin
et pouvant contenir diverses endotoxines telles que les lipopolysaccharides (LPS). Le
LPS est un constituant de la paroi cellulaire des bactéries Gram négatives qui peut
étre a l'origine d’'un choc septique lorsqu’il est présent en forte concentration dans le
sang. Cette endotoxine est reconnue par le récepteur TLR4 et induit I'activation de la
cascade de signalisation NF-kB a l'origine de la production de nombreuses cytokines
inflammatoires telles que TNFa et IL-6. Les effets inflammatoires du LPS peuvent étre
exacerbés dans différents contextes notamment dans le cas d’'une maladie hépatique
chronique préexistante ou en combinaison avec d’autres molécules tel que le D-
Galactosamine (D-GalN).

L’'un des modeles expérimentaux largement utilisé pour les lésions hépatiques aigués
consiste en la co-administration de LPS et de D-GalN. Le D-GalN, principalement
métabolisé par les hépatocytes, aggrave considérablement les effets du LPS en
sensibilisant les hépatocytes a la mort cellulaire induite par les cytokines produites
sous l'effet du LPS. Ainsi, 'hépatotoxicité causée par le traitement LPS/D-GalN repose
sur I'expression élevée de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa, I'lL-6 et
'IL-1pB, ainsi qu’a la génération d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Toutefois, la
source de ces cytokines n’a jusqu’ici pas été formellement identifiée, bien que les KCs
demeurent un candidat indiqué.

Aussi, mon objectif est de déterminer le réle de I'inflammation médiée par les KCs
dans ce modele d’insuffisance hépatique aigle et dans des modeéles d’insuffisance

hépatique aigle sur maladie chronique.
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Figure 1 : Les souris Cd207-cre x Tir4flo¥flox présentent une délétion de Tir4

spécifiqguement dans les KCs.

A) Expression de Tir4 et de Cd207 dans divers types de cellules immunitaires de souris wild-type. B)
Liste des abréviations employées dans la Fig1.A. C) Expression de Cd207 et Tir4 dans différentes
populations de macrophages de souris wild-type. D) Cytométrie en flux et graphique montrant le nombre
de KCs dans les souris TIr4*C et les souris contréles. E) Expression de TLR4 a la surface des cellules
de Kupffer chez des souris Tir4 KO, des souris TIr4*%C et des souris controles.

Afin de déterminer le réle de linflammation médiée par les KCs dans un modéle
d’hépatite aigue, nous avons généré une lignée murine présentant une délétion du
récepteur TLR4 dans les KCs. Les souris TIr4*%C ont été obtenues en croisant des
souris floxées pour le géne TIr4 avec des souris exprimant la cre recombinase sous le

contréle du promoteur du gene Cd207. Plusieurs types cellulaires expriment Cd207
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parmi lesquels les KCs (Fig. 1C) mais également les cellules de Langerhans (LCs) et
les cellules dendritiques CD8+ / CD103+ (Fig. 1A). Dans les cellules immunitaires, le
gene TIr4 est quant a lui principalement exprimé par les macrophages (Fig. 1A)
(Gautier et al., 2012). Au sein des macrophages, seul les KCs expriment Cd207 (Fig.
1C). Par conséquent, la délétion de TiIr4 sous le contréle du promoteur Cd207 permet
une délétion spécifique du géne Tir4 dans les KCs (TIr4*%€). Le nombre de KCs n’est
pas affecté chez les animaux TIr4*KC (Fig. 1D). Afin de valider notre modéle, nous
avons mesuré I'expression de TLR4 a la surface des KCs. On constate une diminution
significative de I'expression de TLR4 chez les souris TIr4*KC en comparaison aux
animaux contrdles (Fig. 1E). Néanmoins, il semble que 20% des KCs expriment
encore TLR4 dans ce modele (Fig. 1E). Dans les populations cellulaires, autres que
les KCs, exprimant Cd207 on n’observe pas de différence dans I'expression de TLR4

en comparaison aux contréles (données non présentées).
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Figure 2 : La signalisation TLR4 dans les KCs favorise I'insuffisance hépatique
aigue médiée par le LPS.

A) Expression génique des différents TLRs dans les cellules hépatiques (HSCs : cellules étoilées
hépatiques ; LSECs : cellules endothéliales sinusoidales hépatiques ; hépatocytes). Courbes de
mortalité de souris males (B) et femelles (D) TIr4*C et leurs contréles soumis au challenge LPS/D-
Galactosamine (LPS/D-GalN) (50 ng LPS + 12,5 mg de D-GalN pour les méles et 100 ng LPS + 10 mg
de D-GalN pour les femelles). Concentrations plasmatiques des cytokines pro-inflammatoires TNFa et
IL-6, et de la chimiokine CCL2 1h aprés le challenge LPS/D-GalN chez des souris méles (C) et femelles
(E) TiIr4*%C et leurs controles aux doses mentionnées ci-dessus. F) Expression de génes de
linflammation dans le foie de souris males TIr4*%C et leurs contréles 1h aprés avoir été soumis au
challenge LPS/D-GaIN (50 ng LPS + 12,5 mg de D-GalN). G) Concentrations plasmatiques des
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cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6, et de la chimiokine CCL2 1h aprés un challenge LPS/D-
GalN moins élevé (10 ng LPS + 10 mg de D-GalN. H) Dosage des transaminases (ALT) plasmatiques
chez des souris TIr4*%C et leurs contréles soumis au challenge LPS/D-GalN (10 ng LPS + 10 mg de D-
GalN). 1) Graphique représentant le nombre de souris TIr4*C et contréles vivantes ou mortes 6h aprés
un challenge 10 ng LPS + 10 mg de D-GalN. J) Marquage de I'apoptose par la méthode TUNEL sur
des coupes histologiques de foies de souris TIr4*C et controles 6h aprés un challenge 10 ng LPS + 10
mg de D-GalN, et quantification associée.

Une fois le modéle TIr4*KC généré, nous nous sommes ensuite intéressés a I'impact
de l'inflammation médiée par les KCs dans un contexte d’insuffisance hépatique aigte
(Acute Liver Failure — ALF). Afin de modéliser 'ALF, nous avons eu recours a la co-
administration de LPS et de D-galactosamine (D-GalN). Ce modéle, comme discuté
dans mon introduction de thése, induit une hépatite fulminante avec des lésions
hépatiques rapides caractéristiques de 'ALF. Nos premiéres observations montraient
que les animaux TIr4*%C succombaient suivant une cinétique similaire a leurs contréles
aprés la co-administration d’1 pg de LPS et de 10 mg de D-GalN (données non
présentées). Cette dose de LPS est probablement supraphysiologique, mais elle
suggeére que d’autres types cellulaires du foie comme les cellules endothéliales
sinusoidales ou les cellules étoilées (Fig. 2A) sont a méme de répondre au LPS et de
produire les cytokines nécessaires pour induire 'ALF, noyant ainsi le réle des KCs
dans ces conditions. Les souris TIr4*XC ont alors été soumises au challenge LPS/D-
GalN avec des doses de LPS beaucoup plus faibles. Nous constatons que les souris
TIr4*KC meurent plus tardivement que leurs contréles lorsque les males sont traités
avec 50 ng LPS et les femelles avec 100 ng de LPS (Fig. 2B,2D). Ce délai de mortalité
est ainsi observé indépendamment du sexe (Fig. 2B,2D). De plus, les concentrations
circulantes des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6, mais pas celles de la
chimiokine CCL2, sont significativement diminuées chez les souris TIr4*C en
comparaison aux contrdles chez les deux sexes (Fig. 2C,2E). De méme, nous avons
mesureé I'expression hépatique de genes pro-inflammatoires par RT-qPCR. Les souris
TIr4*XC présentent une diminution d’expression de génes inflammatoires tels que Tnf,
116, ll1a, Il1b et Cxcl2 en comparaison aux contréles (Fig. 2F). Ainsi, il semblerait que
'inflammation médiée par les KCs favorise I'aggravation de I'hépatite fulminante. Par
la suite, afin d’exacerber les différences observées entre les souris TIr4*KC et les souris
contréles, nous avons réduit la dose de LPS a 10 ng. A cette dose, nous observons
également une forte baisse dans les concentrations des cytokines pro-inflammatoires

circulantes chez les souris TIr4*KC (Fig. 2G). De plus, les animaux TIr4*%C présentent
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des taux d’ALT, enzymes reflétant la souffrance hépatique, significativement réduits
en comparaison aux contrdles suite au challenge LPS/D-GalN (Fig. 2H). A cette faible
dose de LPS, les souris TIr4*%C sont méme complétement protégées de la mort induite
par le challenge LPS/D-GalN (Fig. 2I). Enfin, un marquage de I'apoptose montre que
les souris TIr4*%C ont significativement moins de cellules apoptotiques dans leur foie
que leurs contréles (Fig. 2J). Ainsi, a faibles doses, I'inflammation médiée par les KCs

favorise les Iésions hépatiques induites par le challenge LPS/D-GalN.
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Figure 3 : L’activation des KCs induite par le LPS aggrave les lésions

hépatiques dans des modeéles de pathologies hépatiques.

A) et E) Représentations schématiques du modeéle expérimental utilisé. B) Dosage des ALTs
plasmatiques chez des souris TIr4*%C et leurs contréles aprés 2 jours de régime enrichi en cholestérol
et supplémenté en cholate avant (t0) et 6h aprés injection de LPS (10 ng) (i6). C) Concentrations
plasmatiques des cytokines inflammatoires TNFa et IL-6, et de la chimiokine CCL2 1h aprés
ladministration de LPS chez des souris TIr4*KC et leurs controles préalablement nourris pendant 2 jours
avec un régime enrichi en cholestérol et supplémenté en cholate. D) Expression de génes de
linflammation dans le foie de souris TIr4*KC et leurs contrdles préalablement nourris pendant 2 jours
avec un régime enrichi en cholestérol et supplémenté en cholate et 1h aprés administration de LPS. F)
Dosage des transaminases (ALT) plasmatiques des souris TIr4*%C et de leurs contrdles aprés 9 jours
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de régime HFD-CD avant injection de LPS (10 ng) (t0) et 6h aprés (t6). G) Concentrations plasmatiques
des cytokines inflammatoires TNFa, IL-6 et IL-10 et de la chimiokine CCL2 1h aprés I'administration de
LPS dans les souris TIr4*C et leurs controles.

Ce modele a trés faibles doses de LPS s’avere plus physiologique puisqu’il mime
d’avantage les conditions physiopathologiques de I'ALF ou d’autres pathologies
favorisant la survenue de I'ALF. Toutefois, l'utilisation du D-GalN comme agent
sensibilisant du foie s’avere moins relevant d’'une condition physiopathologique. Afin
de nous rapprocher des conditions observables chez '’homme, nous nous sommes
intéressés au concept d’insuffisance hépatique aigle sur maladie chronique (ACLF).
Selon ce concept, lorsque le foie est atteint par une cirrhose notamment, l'inflammation
induite par les endotoxines circulantes comme le LPS est exacerbée. Afin d’étudier le
réle de l'activation des KCs induite par le LPS dans ce contexte, nous avons soumis
les souris TIr4*XC et leurs contréles a différents régimes afin de sensibiliser leur foie
puis nous avons administré une dose de LPS de 10ng (Fig. 3A, 3E). Chez les souris
soumises a un régime enrichi en cholestérol et supplémenté en cholate pendant 2
jours, nous constatons que le régime n’induit pas de différence d’ALT entre les souris
TIr4*C et leurs controles (Fig. 3B). En revanche, suite a I'administration du LPS, les
ALT sont significativement augmentées chez les souris contrdles tandis que les ALT
des souris TIr4*XC restent inchangées (Fig. 3B). De plus, les concentrations circulantes
des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6 sont significativement plus basses chez
les souris TIr4*XC que chez les contrdles (Fig. 3C). Il en est de méme avec I'expression
des génes inflammatoires tels que Tnf, Il-6 et IlI-1b qui est réduite chez les souris
TIr4*%C comparé a leurs controles (Fig. 3D). Ainsi, I'activation des KCs médiée par le
LPS aggrave les lésions hépatiques dans ce modéle d’insuffisance hépatique aigle
sur maladie chronique. Suivant une approche similaire, les souris ont été soumises a
un régime HFD-CD durant 9 jours (Fig. 3E). Dans ce modéle également nous
constatons que les souris TIr4*%C sont protégées de I'augmentation des ALTs
observées chez les contréles suite a linjection de LPS (Fig. 3F). De méme, les
concentrations circulantes des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL-6 sont
significativement plus basses chez les souris TIr4*C que chez leurs controles (Fig.
3G). En résumé, [lactivation des KCs aggravent les lésions hépatiques de

l'insuffisance hépatique aigue sur maladie chronique.
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Figure 4 : La production d’IL-10 par les KCs atténue les lésions hépatiques

dans un modéle d’insuffisance hépatique aigue.

A) Expression du géne /10 dans les macrophages résidents. B) Production de I'lL-10 dans les KCs de
souris controles et de souris invalidées pour I'l/10 dans les KCs (//710°K®) C) Concentration plasmatique
de I'lL-10 chez des souris TIr4*%C et leurs controles 1h aprés un challenge LPS/D-GalN (100 ng LPS +
10 mg de D-GalN). D) Expression du géne //70 dans le foie des souris TIr4*C et leurs contréles soumis
a un challenge LPS/D-GalN (50 ng LPS + 12,5 mg de D-GalN). E) Concentrations plasmatiques des
cytokines TNFa, IL-6 et IL-10 chez des souris /110*%C et leurs controles 1h aprés un challenge LPS/D-
GalN (2 ng LPS + 10 mg de D-GalN). F) Dosage des transaminases (ALT) plasmatiques des souris
1110°KC et de leurs contréles 6h aprés un challenge LPS/D-GalN (2 ng LPS + 10 mg de D-GalN).

Nos données montrent donc que les KCs produisent des cytokines inflammatoires en
réponse au LPS, favorisant ainsi la survenue de I'ALF. Toutefois, nous nous sommes
intéressés au role de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 produite par les KCs dans
l'insuffisance hépatique aigle. En effet, nous avons constaté que les KCs font partie
des macrophages qui expriment le plus fortement I'l/70 (Fig. 4A) et qu’ils pourraient
ainsi représenter 'une des sources principales d’'IL-10 dans le foie. Chez les souris
TIr4*%C  soumises au challenge LPS/D-GalN, nous avons constaté que les
concentrations plasmatiques d’IL-10 étaient réduites en comparaison a leurs contréles
(Fig. 4C). De méme, aprés un challenge LPS/D-GalN, I'expression hépatique du géne
1110 est trés fortement réduit chez les souris TIr4*%C en comparaison a leurs controles
(Fig. 4D). L’ensemble de ces observations confirment que les KCs représentent une
source majeure d’lIL-10. Afin d’évaluer I'impact de I'lL-10 produite par les KCs dans le
contexte d’insuffisance hépatique aiglue, nous avons généré un modéle d’invalidation

d’'/110 dans les KCs en croisant les souris Cd207-cre avec des animaux dont le géne
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de I'lL-10 est floxé (//10*%C). Nous montrons que la production d’'IL-10 est fortement
réduite chez les souris //10°KC (Fig. 4B). Ces souris //10°%C ont ensuite été soumises
au challenge LPS/D-GalN (2 ng LPS + 10 mg de D-GalN). Nous avons constaté une
légére augmentation de la concentration plasmatique de TNFao chez les souris 1/710°C¢
mais pas de différence de concentrations d’'IL-6 (Fig. 4E). De plus, les souris //10°C
présentent des taux d’ALT significativement élevés suite au challenge LPS/D-GalN
(Fig. 4F). Ainsi, ces résultats semblent montrer que la production d’IL-10 par les KCs
atténue les lésions hépatiques induites dans le contexte d’insuffisance hépatique

aigue. Ces données mettent ainsi en évidence le réle complexe des KCs dans I'ALF.

Conclusion et Perspectives

Nos résultats ont mis en évidence le role délétére de l'inflammation médiée par les
KCs dans un modéle d’insuffisance hépatique aigie. De plus, les KCs aggravent
également linflammation médiée par le LPS et les |ésions hépatiques dans des
modeles d’insuffisance hépatique aiglie sur maladie chronique. Toutefois, nous
montrons un role double des KCs car leur production d’IL-10 est protectrice dans 'ALF.
Pour la suite de notre étude, nous avons décidé de générer un modéle de délétion de
Myd88 dans les KCs (Myd882KC). La protéine Myd88 est responsable de I'inflammation
médiée par de nombreux TLRs, et les KCs ne répondront donc plus a un large spectre
d’endotoxines dans ce modéle. Ce modele permettra de tester le réle de I'activation
des KCs par les endotoxines dans des pathologies chronique comme la NASH. Ces
souris Myd882XC ont tout d’abord été soumises au challenge LPS/D-GalN et nous
avons constaté qu’elles étaient protégées des Iésions hépatiques comparé a leurs
controles, comme précédemment observé pour les animaux TIr4*KC. Nous souhaitons
maintenant étudier le role de l'inflammation médiée par les KCs au cours de la NASH.
Nous allons donc soumettre les souris Myd88°KC et leurs contrbles a un régime
induisant la NASH (régime de type western enrichi en cholestérol, en graisse et en
sucres). Sachant que nos résultats montrent également un role protecteur de la
production d’IL-10 par les KCs dans un contexte d’insuffisance hépatique aigle, nous
souhaiterions étudier I'impact de la production d’IL-10 par les KCs dans des modéles
d’insuffisance hépatique aigue sur maladie chronique mais aussi dans des modéles

de pathologies chroniques comme la NASH. Cette étude permettra de mieux
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comprendre comment les KCs influencent le développement des atteintes hépatiques

aigues et chroniques.
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