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Resumé 

La tuberculose, une infection qui touche 23% la population mondiale, a été déclarée 

comme une urgence sanitaire mondiale depuis 1993 par l’OMS. Pourtant, Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb), l’agent causal de la maladie est resté le pathogène le plus mortel au monde 

jusqu’à l’émergence du SARS-Cov-2 et a causé près de 1,4 millions de décès en 2019. La lutte 

contre la maladie est freinée par la capacité de Mtb à déjouer la réponse immunitaire de son 

hôte et en premier lieu, la réponse du macrophage, qui constitue son réservoir principal. Le 

macrophage est une cellule immunitaire innée qui déclenche une réponse inflammatoire (RI) 

protectrice contre les infections. Malheureusement, Mtb détourne cette RI et utilise le 

macrophage comme une niche lui permettant d’établir une infection chronique. L’objectif de 

ma thèse a été d’apporter une meilleure compréhension de la RI déclenchée par le 

macrophage au cours de l’infection et d’apporter des éléments de réponse permettant de 

comprendre comment Mtb la détourne. 

Afin d’éclaircir les mécanismes sous-jacents de ce détournement, j’ai comparé, par une 

approche transcriptomique, la RI des modèles de tuberculose couramment utilisés avec celle 

des macrophages alvéolaires des patients tuberculeux. J’ai d’autre part, dans un modèle de 

macrophage humain, identifié les gènes de la RI dont l’expression est liée à la virulence de 

Mtb par rapport à d’autres mycobactéries non virulentes chez l’Homme. En quantifiant, les 

microARN dérégulés au cours de l’infection et en identifiant, in silico, ceux pouvant réguler les 

gènes liés à la virulence de Mtb, miR-132-3p a s’est présenté comme un candidat pertinent 

pour réguler la défense des macrophages. Grâce à des expériences de perte de fonction par 

ARN interférence, j’ai montré que l’inhibition de miR-132-3p permet de réduire la charge de 

Mtb in vivo dans les poumons de souris infectées et in vitro dans un modèle de macrophage 

humain. Grâce des mesures de métabolisme et à la quantification de gènes marqueurs de la 

polarisation, j’ai montré que l’implication de miR-132-3p dans la réponse des macrophages 

est médiée par le contrôle de leur polarisation via la régulation du gène FOXP1. 

Mon projet a permis d’enrichir les connaissances actuelles sur la façon dont Mtb détourne 

la réponse inflammatoire du macrophage. Les voies cellulaires mises en évidence, notamment 

celles contrôlées par l’axe miR-132-3p / FOXP1 ouvrent des pistes sur les cibles potentielles 

pouvant être utilisées dans le cadre des thérapies dirigées par l’hôte, pour améliorer la RI du 

macrophage au cours de l’infection avec Mtb. 
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A. Liste des abréviations 

Mtb Mycobacterium tuberculosis 

ACOD1 Aconitate décarboxylase 1  

AGO  Protéines de la famille Argonaute  

Arg1 Arginase 1  

ARN RBP  RNA Binding Protein 

ARNm ARN messager 

ATG4A Autophagy Related 4A Cysteine Peptidase 

Bach1  BTB and CNC homology 1 

BCG Bacille de Calmette et Guérin  

BPal Bédaquiline, prétomanid et linézolide 

CLIP Cross-link covalent suivit d’immunoprécipitation 

CMH Complexe majeur d’histocompatibilité 

CPT Carnitine transférase 

DAMP Motifs moléculaires associés aux dommages 

DC-SIGN  Récepteur de lectine de type C  

DGCR8  DiGeorge Syndrome Critical Region 8 

DIM Dimycocérosates de phthiocérols  

EEA1  Early endosome antigen 1 

EGR  Early growth factor 

ETH Ethambutol 

FDA Food and Drug Administration  

FRET Transfert d’énergie de résonnance entre molécules fluorescentes 

GM-CSF  Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

hMDM Macrophage dérivé de monocyte primaire humain 

CD11b+ Macrophage murin CD11+ 

hypoxia-MϕTHP-1 THP-1 différenciées en macrophage en condition hypoxiques 

IDH Isocitrate déshydrogénase  

IFN Interféron   

INH Isoniazide  

iNOS Oxyde nitrique synthase inductible  
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IL Interleukine 

IRAK Kinase associée au récepteur de l'interleukine-1  

IRF Facteur de régulation interféreron 

KatG  Catalase-péroxydase de Mycobacterium tuberculosis  

KLF4  Kruppel-like factor 4 

LM Lipomannane 

M1  Macrophage de type M1 

M2 Macrophage de type M2 

MAIT Mucosal-associated invariant T  

Man-LAM Lipoarabinomannane mannosylé 

MAP3K8  Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 8 

MDR  Multi drug resistant 

miARN MicroARN  

MTBC Mycobacterium tuberculosis complexe  

MyD88  Myeloid Differenciation primary response gene 88 

MϕTHP-1 Cellule de la lignée monocytaire THP-1 différenciée en macrophage 

NF-κB Facteur de transcription nucléaire κB  

Nlrp3  NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

NO Monoxyde d’azote  

NOX  NADPH oxydase 

NOX2 NADH oxydase 2  

OXPHOS Phosphorylations oxydatives  

PAMP Motifs moléculaire associé aux pathogène 

PGL Phénolglycolipides  

PIM Phosphatidyl-myo-inositols mannosides  

PMA  Phorbol-12-myristate-13-acetate 

PMK2  Pyruvate kinase M2 

Pol II ARN Polymérase II  

poly(A)  Queue de poly-Adénine  

PPAR-γ  Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma 

pre-miARN Précurseur de miARN  
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PRR Pattern recognition receptors  

PTGS2  Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2 

PZA Pyrazinamide 

RD1 Région différence 1  

RIF Rifampicine 

RISC  RNA-Induced Silencing Complex 

ROS Espèces réactives de l’oxygène  

scRNA-seq Séquençage à l’échelle de la cellule unique 

SHIP1  Src homology 2 containing inositol 5' phosphatase 1 

SOCS Protéine suppresseusse de la signalisation des cytokines 

SODA Superoxide dismutase 

SR-A Récepteur scavenger A  

T7SS Systèmes de sécrétion de type 7  

TB Tuberculose 

TDM Ddimycolates  

TICAM-1  Toll Like Receptor Adaptor Molecule 1 

TLR Récepteur Toll Like  

TNF-α  Tumor necrosis factor α 

TNT Tuberculosis Necrotizing Toxin  

UVRAG Protéine associée à la résistance aux rayons UV  

XDR  Extensively drug résisant 
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B. Introduction 

1. La tuberculose, challenge et enjeux actuels 

En 2019, avant la pandémie de COVID-19, la tuberculose était la maladie infectieuse la plus 

mortelle. Elle est causée par un agent pathogène unique, le bacille de Koch ou Mycobacterium 

Tuberculosis (Mtb). Ce bacille est à l’origine de plus de 1,4 millions de décès chaque année 

(Diseases 2021).  Il existe plusieurs formes de tuberculose : ganglionnaire, méningée, osseuse, 

miliaire mais la forme pulmonaire est la plus contagieuse et la plus répandue. Les symptômes 

les plus fréquents en sont la toux, la fièvre, la fatigue, l'amaigrissement et le manque d'appétit. 

Chez 30% des primo infectés, le système immunitaire, bien qu’incapable d’éradiquer Mtb, 

parvient à contenir l’infection. Ces individus ne présentent pas de symptômes et développent 

une tuberculose dite latente pouvant demeurer asymptomatique pendant leur vie entière (D. 

Young, Hussell, et Dougan 2002).  Malheureusement, 15 à 33% de ces tuberculoses latentes 

évoluent en une forme active. Un des facteurs contribuant à cette transition est 

l’affaiblissement du système immunitaire (Bibbins-Domingo et al. 2016) comme, par exemple, 

dans le cas du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) ou suite à un traitement par 

chimiothérapie.  D’autres éléments favorisant la survenue de la maladie sont la pauvreté, la 

sous-nutrition, le tabagisme, l’alcoolisme et la pollution de l’air. Selon les estimations 

actuelles, près de 23% de la population mondiale est infectée par Mtb, ce qui correspond à 

1,7 milliards de personnes. Chaque année, 10 millions de personnes développent une 

tuberculose active parmi lesquels 88% d’adultes et 12% d’enfants. Les régions les plus 

touchées sont le Pacifique-ouest, l’Afrique et l’Asie du sud-est avec, respectivement, 18%, 25% 

et 44% de la population vivant avec la maladie (Diseases 2021) (Figure 1).  

Le nombre de nouvelles infections est élevé car il n’existe pas de vaccin suffisamment 

efficace à ce jour. En effet, le vaccin bacille de Calmette et Guérin (BCG), composé d’une 

souche atténuée de Mycobacterium bovis, qui a été découvert il y a 100 ans par Albert 

Calmette (1863-1933) et Camille Guérin (1872-1961), n’offre qu’une immunité partielle contre 

la tuberculose. Il permet cependant d'éviter les formes sévères de la maladie chez l’enfant.  

Par exemple, il  protège ces derniers à 80% contre le développement de la tuberculose miliaire 

et méningite (Puvacic et al. 2004) et à 50% contre la tuberculose pulmonaire (Mangtani et al. 

2014).  Au bout d’environs vingt ans, la protection induite par le vaccin diminue fortement et 
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on considère que les adultes ne sont plus protégés (Fatima et al. 2020). Pour améliorer la 

prévention de la maladie, d’autres vaccins sont en cours de développement. Notamment, les 

essais cliniques ont débutés pour le M72/AS01E, un vaccin constitué de l’antigène M72 

contenu dans le liposome AS01E, est en cours d’essai clinique (Weerasuriya et al. 2020). M72 

est une protéine issue de la fusion de Mtb32A (PepA) et Mtb39A (PPE10) deux antigènes 

hautement immunogènes de Mtb (Ji et al. 2019). Le M72/AS01E se montre très prometteur 

pour protéger les adultes contre 50% des tuberculoses pulmonaires et contre la réactivation 

des tuberculoses latentes (Ji et al. 2019).  

 

Figure 1. Incidence de la tuberculose dans le monde en 2019 (WHO 2020) 

 

Par ailleurs, la lutte contre la tuberculose est particulièrement difficile car, au-delà de la 

prévention de la maladie, le diagnostic et la prise en charge des malades sont difficiles, en 

particulier dans les pays les plus pauvres. Chaque année, 2,9 millions, soit 29% de primo-

infectés seraient incorrectement diagnostiqués, et donc contagieux car non traités. A ces 

erreurs de diagnostics s’ajoutent les écarts de diagnostic dus à des tuberculoses résistantes 

aux antibiotiques. En effet, la détection des résistances n’est pas systématique et n’est 

réalisée qu’au court de 34% des diagnostics. Aussi, parmi les 500 000 cas estimés de 

résistances, moins de 210 000 ont été reportés entre 2018 et 2019 (Diseases 2021). Le nombre 
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de tuberculoses résistantes aux antibiotiques est en augmentation permanente (+10% de 

2018 à 2020) et l’apparition de mutations résistantes constitue un réel frein à l’éradication de 

la maladie (Diseases 2021). 

Le traitement standard de la tuberculose combine quatre antibiotiques (isoniazide, 

rifampicine, pyrazinamide et éthambutol) administrés pendant deux mois, puis 

deux  antibiotiques (rifampicine, isoniazide) pendant les quatre mois suivants (Ying Zhang 

2005). L’échec thérapeutique est souvent associé à des raisons géopolitiques, financières, à 

un manque de pédagogie et d’éducation ou simplement, à l’extrême rareté et l’éloignement 

des dispensaires (Diseases 2021; Oga-Omenka et al. 2020). Certains patients cessent leur 

traitement dès la disparation des symptômes, ce qui ne coïncide pas toujours avec 

l’éradication des bactéries (Diseases 2021). A ce jour, du fait de la complexité et de la durée 

du traitement, beaucoup de patients ne sont pas en mesure de suivre leur traitement 

correctement et l’émergence de souches résistantes est directement liée au non-respect des 

prescriptions médicales (Diseases 2021).  Les souches de Mtb résistantes sont classées en deux 

catégories. Les MDR (multi drug resistant), résistantes à l’isoniazide et à la rifampicine et les 

souches XDR (extensively drug resistant), résistantes à l’isoniazide, à la rifampicine, aux 

fluoroquinones et à un des composés injectables (i.e. amikacine, capromycine ou 

kanamycicne). Le régime BPal, une combinaison de bédaquiline, prétomanid et linézolide, 

s’est récemment avéré efficace pour soigner en six mois les tuberculose MDR et XDR (Conradie 

et al. 2020). Toutefois les nombreux effets secondaires (e.g. les neuropathies  périphériques 

et la dépression médullaire, principalement) constituent toujours un frein à l’assiduité des 

patients, d’autant plus que le traitement est long (Conradie et al. 2020; Yang et al. 2017). Un 

modèle mathématique, établi à partir de données de patients d’Asie du Sud-Est, estime que 

de limiter le traitement à deux mois permettrait de réduire les contaminations de 20% et la 

mortalité de 25% (Salomon et al. 2006).  

Malheureusement il est aussi difficile de réduire la durée du traitement car Mtb possède un 

arsenal de facteurs de virulence et de stratégies de détournement de la réponse immunitaire 

qui ont pérennisé sa relation avec l’Homme malgré l’émergence des traitements 

antibiotiques. Cette relation entre l’Homme et Mtb est très ancienne :  de l’ADN de Mtb a été 

retrouvé  dans des momies péruviennes et hongroises datant d’au moins  6000  ans (Gordon 

et Parish, 2018). La complexité de la réponse immunitaire induite par Mtb, ses différentes 
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localisation possible dans l’organisme, le fait qu’elle puisse agir comme pathogène intra- ou 

extracellulaire, pouvant, de surcroît, être séquestré à l’intérieur d’un granulome tuberculeux, 

et les différents états métaboliques qu’elle peut adopter, dont celui de tolérance 

phénotypique (T. E. Hartman et al. 2017), sont autant de facteurs qui font de la tuberculose 

une maladie particulièrement difficile à éradiquer. 

La stratégie “End TB” de l’OMS a pour objectif de mettre fin à la pandémie en 2035. 

Malheureusement, les progrès se font trop lentement et la réduction de 20% de l’incidence 

qui était visée entre 2015 et 2020 n’a atteint que 9% (Diseases 2021). Pour atteindre l’objectif 

de 2035, il est primordial d’améliorer le diagnostic et le traitement antituberculeux. 

L’émergence de résistances parmi les souches de Mtb en circulation et les effets secondaires 

entrainés par les traitements actuels, ont fait naître un intérêt particulier pour de nouvelles 

thérapies ciblant le système immunitaire de l’hôte. Il apparait donc de première importance 

de mieux caractériser cette réponse immunitaire complexe, ainsi que les facteurs qui 

permettent à Mtb de la déjouer aussi efficacement. 

2. Mycobacterium tuberculosis, histoire et description 

Le 24 mars 1882, Robert de Koch identifie le bacille de Koch, Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb), comme étant l’agent causal de la tuberculose. L’anniversaire de cette date est 

actuellement célébré par le « Tuberculosis World Day ». Mtb est une bactérie à croissance 

lente. En milieu complet et dans des conditions optimales de croissance (à 37°C en condition 

aérobie), son temps de génération est de 24h (contre 30 min en moyenne pour Escherichia 

coli) et il faut environs trois semaines de culture sur géloses pour observer des colonies. Elle 

appartient à la classe des Actinobactreria, l’ordre des Actinomycetales, la famille des 

Mycobacteriaceae et au genre Mycobacterium. Parmi la famille des Mycobacterium, on 

identifie, le Mycobacterium tuberculosis complexe (MTBC), un petit groupe de pathogènes 

capables d’infecter des espèces de mammifères différentes et classés en huit lignées selon 

leur distance phylogénétiques (Figure 2). Mtb (lignées 1 à 4 et 7) et Mycobacterium Africanum 

(lignée 5 et 6) et la lignée ancestrale L8, découverte récemment dans la région des grands lacs 

africains, causent la tuberculose chez l’Homme. Les autres espèces du MTBC appartiennent à 

la lignée 8 et causent des tuberculoses animales : Mycobacterium microti (infectant le 

campagnol), Mycobacterium pinnipedii (infectant le phoque), Mycobacterium orygis 
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(infectant la gazelle), Mycobacterium mungii (infectant la mangouste), Mycobacterium caprae 

(infectant les caprins) et Mycobacterium bovis (infectant les bovins) (Comas et al. 2013). Très 

proche de ce complexe, Mycobacterium marinum est une espèce capable de provoquer la 

tuberculose chez les ectodermes (Shiloh et DiGiuseppe Champion 2010) (Figure 2). La 

comparaison des génomes des espèces appartenant au MTBC a montré qu’elles partagent 

plus de 99,9% d’identité et dérivent très certainement toutes de Mtb (Comas et al. 2013). Le 

génome de Mtb contient 4.4 Mb avec une forte proportion de guanines et de cytosines 

(65.9%). Il code pour 4018 gènes dont 9% sont dédiés au métabolisme des lipides, soulignant 

leur importance pour Mtb (Sassetti, Boyd, et Rubin 2003).  

  

Figure 2 Analyse phylogénétique de 241 génomes de souches appartenant au MTBC inférées pour 43 442 positions. La 

barre d’échelle indique le nombre de substitutions par site polymorphique. Les branches correspondant aux souches 
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adaptées à l’homme sont colorées et les branches correspondant aux souches causant des tuberculoses animales sont 

représentées en noir. L’arbre phylogénétique est enraciné avec la souche Mycobacterium canettii et les valeurs de bootstrap 

sont indiquées pour les embranchements les plus importants. D’après et traduit de Ngabonziza et al. (2020).

3. L’enveloppe de Mtb, un facteur clef dans la relation hôte –

pathogène

Les lipides jouent un rôle central pour la synthèse de l’enveloppe de Mtb dont ils 

constituent 40% à 60% du poids alors que dans le reste du règne bactérien, cette proportion 

atteint en moyenne 5% à 10% (Daffé 2015). Bien que Mtb soit classée parmi les bactéries

Gram-positives, son enveloppe a une structure qui se conforme avec celle des Gram-négatives 

de par la présence d’une membrane externe séparée de la membrane plasmique interne par 

un espace périplasmique. La particularité des enveloppes des mycobactéries est que la 

membrane externe est formée par un complexe de trois molécules liées de façon covalente :

le peptidoglycane, l’arabinoglycane et des acides gras spécifiques à longue chaine, appelés

acides mycoliques (Figure 3). Ce complexe, nommé le mycolyl-Arabinogalactane-

Peptidogyclanne, permet la fixation d’autres lipides dits extractibles car ils ne sont pas fixés 

pas des liaisons covalentes. Parmi les lipides extractibles, les phosphatidyl-myo-inositols 

mannosides (PIM), les lipomannanes (LM), les lipoarabinomannanes mannosylés (Man-LAM), 

les dimycocérosates de phthiocérols (DIM), les phénolglycolipides (PGL) et les dimycolates de 

tréhalose (TDM) sont des facteurs de virulence qui seront présentés dans un autre chapitre.

Enfin, la membrane externe est recouverte d’une capsule composée de polysaccharides 

(glucane, D-arabino-D-mannane), de lipides (PGL, DIM) et de protéines dont les 

mycoloytransférases Ag85ABC (Daffé 2015).

Figure 3. Structure de l’enveloppe de Mtb. L’enveloppe de Mtb est composée d’une membrane externe et d’une capsule.
La membrane externe est composée d’un complexe trois molécules liées de façon covalente: le peptidoglycane, 
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l’arabinoglycane et des acides gras spécifiques à longue chaine, appelés acides mycoliques.  Ce complexe permet la fixation, 
d’acides gras dits extractibles, car ils ne sont pas liés de façon covalente, comme les lipomannanes, les lipoarabinomannanes 
mannosylés (comportant une coiffe de mannose) et les phosphatidyl-myo-inositol. Adapté de (Welin 2021). 

 

L’épaisse enveloppe de Mtb lui confère une imperméabilité qui la dote d’une certaine 

protection physique contre les antibiotiques et les défenses de l’hôte (Marrakchi, Lanéelle, et 

Daffé 2014). 

 

4. Le cycle de l’infection et la formation du granulome 

tuberculeux dans les poumons 

Mtb est une mycobactérie très contagieuse car elle est aéroportée et qu’un nombre très 

faible de bactéries (même une seule) suffit à causer une infection (Kaufmann 2001). Les 

premières étapes de l’infection suivent un schéma relativement similaire chez chaque 

individu : une fois inhalées, les bactéries sont phagocytées par des macrophages alvéolaires 

qui constituent la première barrière de défense de l’immunité innée contre l’infection. Au 

cours des premières étapes de l’infection, ces macrophages migrent vers l’épithélium 

pulmonaire et déclenchent une réaction inflammatoire qui conduit à la sécrétion de cytokines 

et de chimiokines responsables du recrutement d’autres cellules immunitaires. Dans un 

premier temps, ce recrutement attire des monocytes circulants qui se différencient en 

macrophages, des polynucléaires neutrophiles, des cellules dendritiques et des Natural Killer. 

Cette accumulation de cellules de l’immunité innée constitue les premières fondations du 

granulome. Plus tard, les cellules dendritiques migrent à travers le système lymphatique pour 

présenter les antigènes de Mtb aux lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires 

(Davis et al. 2002; O’Garra et al. 2013; Orme et Basaraba 2014). Chez l’homme, la présence de 

lymphocytes n’est détectable qu’après quatre à six semaines d’infection, ce qui est 

relativement long par rapport à la réponse engendrée par d’autres pathogènes (Wolf et al. 

2008). Ce recrutement tardif place les lymphocytes à la périphérie du granulome (Davis et al. 

2002) qui s’organise en couches concentriques avec au centre une majorité de macrophages 

(Ehlers et Schaible, 2013). Avec le temps, une fibrose se forme au pourtour du granulome, 

l’isolant complètement des tissus sains (Ulrichs et al. 2004). Puis, dans certains granulomes, 

les macrophages se nécrosent et forment, au centre du granulome, un magma acellulaire riche 
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en lipides : le caséum (figure 4). Les granulomes caséeux n’existent dans aucune autre 

pathologie et sont donc spécifiques de la tuberculose. Il arrive, même après plusieurs années, 

que ces granulomes nécrotiques se rompent et se liquéfient dans les voies aériennes, libérant 

le bacille qui, via la toux, pourra se disséminer pour contaminer d’autres hôtes. Plus tard, les 

granulomes caséeux se calcifient et forment finalement les tubercules, des lésions 

permanentes caractéristiques de la tuberculose, détectables par radiographie aux rayons X. 

Au cours de la maladie, l’hôte peut développer plusieurs granulomes qui peuvent être à des 

stades différents. Certains granulomes non caséeux peuvent se résorber complètement. 

D’autres peuvent s’enkyster et contenir des mycobactéries pendant plusieurs années avant 

de reprendre leur évolution (Russell, Barry, et Flynn 2010). 

 

Figure 4 Cycle de l’infection et de maturation du granulome. La transmission de la tuberculose se fait par inhalation 

d’aérosols contaminés, générés par la toux d’un individu infecté. Une fois dans les poumons, Mtb est phagocytée par les 

macrophages alvéolaires. Suite à la phagocytose, les macrophages alvéolaires déclenchent une réponse inflammatoire 

responsable du recrutement et de l’activation d’autres cellules immunitaires. En premier lieu, des cellules immunitaires innées 

se rendent sur le site de l’infection. Elles sont rejointes, plus tard, par des lymphocytes, lorsque l’immunité adaptative est mise 

en place. Cette agglomération de cellules immunitaire en couches concentriques forme le granulome. Au cours du temps, 

l’accumulation de débris cellulaires provenant de la nécrose des macrophages forme un caséum au centre du granulome. 

Lorsque la réponse immunitaire est surpassée, le granulome se rompt et libère son contenu dans les voies aériennes, ce qui 

provoque la toux de l’individu infecté. Cette toux génère des aérosols, dans lesquels des bacilles sont alors capables d’infecter 

un nouvel individu. Adapté de Cambier, Falkow, et Ramakrishnan (2014). 

Beaucoup de questions restent en suspens sur les étapes précises de la formation du 

granulome et leur temporalité (Orme et Basaraba 2014). Notamment, les raisons menant à la 
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nécrose des macrophages et permettant de former le caséum ne sont pas bien comprises, 

bien que la découverte d’une toxine, la Tuberculosis Necrotizing Toxin (TNT) produite par Mtb 

pourrait en être la cause (Danilchanka et al. 2014) et que plus récemment, la caractérisation 

de la ferrocytose dans les macrophages infectés apporte des éléments de réponses 

supplémentaires (Amaral et al. 2019; Meunier et Neyrolles 2019). Le rôle du granulome est 

également très discuté. Tour à tour défini comme un élément essentiel du contrôle de 

l’infection (Cosma, Sherman, et Ramakrishnan 2003; JoAnne L Flynn et Chan 2003) ou comme 

le résultat de l’échec d’une réponse immunitaire qui confère une protection à Mtb. 

Étonnamment, chez le poisson zèbre la formation du granulome a un effet bénéfique sur la 

multiplication de Mtb (Volkman et al., 2004). Cet effet serait dû au recrutement de 

macrophages, potentiels nouveaux réservoirs pour la bactérie, sur le site de l’infection via la 

protéine effectrice ESAT-6 de Mtb (Volkman et al. 2004; 2010). Ces résultats suggèrent que 

Mtb initie la formation du granulome à son avantage (Ramakrishnan 2012). Chez le macaque, 

l’absence de granulome est synonyme d’une réponse immunitaire efficace et d’un contrôle 

pérenne de la maladie sous forme latente. En revanche, la formation précoce de granulomes 

est observée chez les macaques dont le système immunitaire ne parvient pas à contenir Mtb 

et qui développent une maladie active (Capuano et al. 2003; Coleman et al. 2014; Martin et 

al. 2017). Ces observations soulignent le rôle de la réponse immunitaire précoce, avant même 

la formation du granulome, et notamment le rôle clé des macrophages. En effet, les 

macrophages sont non seulement les principales cellules hôtes de Mtb (J. L. Flynn, Chan, et 

Lin 2011), mais ce sont également celles qui initient la réponse immunitaire et la formation du 

granulome en cas d’échec de l’élimination immédiate de l’infection. 

5. L’interaction Mtb/macrophages 

Les macrophages représentent une population hétérogène de phagocytes professionnels 

qui participent à la fois à l’élimination des pathogènes, à celui des débris cellulaires mais aussi 

aux processus de réparation tissulaire et de cicatrisation. Pour effectuer ces fonctions, ils sont 

de nature extrêmement plastique et répondent très rapidement à des signaux d’activation 

pouvant conduire à un large spectre de fonctions différentes. Par convention, les deux 

extrêmes de ce spectre d’activation ont d’abord été définis comme étant les macrophages de 

type M1, pro-inflammatoires, bactéricides et activés par la voie classique, ou les macrophages 

de type M2, anti-inflammatoires, permissifs à l’infection et activés par la voie alterne. Cette 
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nomenclature a été établie en regard du phénotype obtenu en exposant les macrophages in 

vitro aux cytokines produites par deux sous-populations de lymphocytes helper, qualifiés de 

Th1 ou Th2, suivant qu’ils sécrètent respectivement de l’interféron gamma (IFN-γ) ou de 

l’Interleukine-4 (IL4), (Orecchioni et al. 2019). Grâce à l’avancée des techniques de 

séquençage, il est établi que la dualité M1 / M2 ne s’applique pas aux phénotypes des 

macrophages in vivo et notamment à celui des macrophages pulmonaires, lesquels, soumis à 

des signaux beaucoup plus complexes, sont constitués d’au moins huit clusters différents au 

cours de l’infection par Mtb (Pisu et al. 2021). Cependant, comme la plupart des études ciblées 

sur la polarisation des macrophages ont été réalisées in vitro et que des études majeures 

décryptant le rôle des macrophages au cours de l’infection avec Mtb ont été réalisées au 

moment où le dogme M1 / M2 était encore très utilisé, la nomenclature M1 / M2 a été 

conservée dans ce manuscrit. 

La première étape de l’infection débute par l’internalisation de Mtb dans les macrophages 

alvéolaires suite à la phagocytose. Une réponse rapide des macrophages est essentielle pour 

contenir et limiter la dissémination de Mtb. Sans cette réponse, les bactéries se répliqueraient 

librement avec une issue fatale pour l’hôte bien avant que l’immunité adaptative ne soit mise 

en place (Mills 2012). Les macrophages participent également à l’immunité adaptative en 

induisant le recrutement des lymphocytes et en leur présentant les antigènes de Mtb (C. 

Zhang, Yang, et Ericsson 2021). Le succès de Mtb en tant que pathogène dépend donc de sa 

capacité à établir une infection chronique et donc à survivre à l’intérieur des macrophages en 

luttant contre les stress intracellulaires. Au cours de sa coévolution avec l’Homme depuis des 

milliers d’années (Perrin 2015), un dialogue complexe s’est instauré entre Mtb et son hôte. 

Mtb a acquis la capacité de détourner à son avantage la défense des macrophages alvéolaires, 

puis celle des macrophages recrutés sur le site de l’infection. Les mécanismes qu’elle a mis en 

place pour contourner la réponse immunitaire lui permettent de mieux tolérer les traitements 

antibiotiques, de contrer les défenses des macrophages et d’induire chez eux une réponse qui 

facilite sa survie (Behar, Divangahi, et Remold 2010; Lerner, Borel, et Gutierrez 2015).  

5.1  La persistance et la virulence 

Le traitement des individus atteints de tuberculose s’étale sur six mois et comprend une 

combinaison de quatre antibiotiques (Ying Zhang 2005). L’assiduité des patients au traitement 
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est ainsi compromise par la durée du traitement, ce qui entraîne l’émergence de souches 

multirésistantes et ultrarésistantes (Ying Zhang, Yew, et Barer 2012). Pourtant, la grande 

majorité des bactéries est éliminée au cours des 14 jours suivant le début de la prise 

d’antibiotiques. C’est donc l’éradication d’une petite sous-population bactérienne qui requiert 

le prolongement du traitement (Fauvart, De Groote, et Michiels 2011) (figure 5). En 1958, 

McDermott fît l’hypothèse que cette sous population était composée de bactéries 

persistantes qui, selon ses termes, « feraient les mortes » et seraient dans un état 

métabolique réversible, permettant une tolérance temporaire et non héréditaire aux 

antibiotiques. Cette hypothèse a été depuis vérifiée chez la souris (McCune et al. 1966) et 

l’Homme (Mitchison, 1979 ; Wallis et al., 1999). Ce concept est également appuyé par des 

données transcriptomiques qui révèlent une répression des gènes du métabolisme basal chez 

les bactéries persistantes (Lewis 2010). La persistance est permise grâce au ralentissement du 

métabolisme des bactéries allant jusqu’à l’arrêt total de la réplication, ce qui pose problème 

puisque certains des antituberculeux couramment utilisés (e.g. ethambutol, isoniazide) ne 

ciblent que les bactéries réplicatives (Hervé et al. 2015).

Figure 5. Evolution de la charge bactérienne chez les malades au cours du traitement. Durant les deux premiers mois de 

traitement, la combinaison de rifampicine (RIF), pyrazinamide (PZA), isoniazide (INH) et éthambutol (ETH), est généralement 

prescrite aux patients. Cette phase de traitement intensive permet d’éradiquer la majorité des bactéries sensibles à ces composés 

(Zha et Nahid, 2019). Ensuite, pour venir à bout d’une sous population de bactéries persistantes, le traitement se prolonge 

durant quatre mois avec une combinaison de RIF et INH. Cette phase du traitement dite de continuation est nécessaire à  

l’élimination des bactéries persistantes qui reprennent peu à peu un état métabolique plus actif (Zha et Nahid, 2019) .

Durant l’infection, il est admis qu’à la fois des bactéries réplicatives et non réplicatives

coexistent (Dannenberg 2003; Dheda et al. 2005; Karakousis et al. 2004). Les facteurs
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permettant d’induire la persistance demeurent largement méconnus, ce qui freine la 

découverte de traitements permettant de cibler les bactéries persistantes ou d’empêcher 

l’induction de cet état. L’arrêt de la croissance bactérienne est l’un des mécanismes 

d’induction de la persistance les mieux caractérisés. Certains auteurs parlent de dormance, 

sous entendant que Mtb cesse toute activité métabolique, mais ce concept est encore débattu 

et on sait aujourd’hui que toutes les bactéries persistantes ne sont pas dormantes. Ceci est 

par exemple illustré par la tolérance à l’isoniazide, dont l’activité toxique est activée par la 

catalase KatG, une catalase-peroxydase de Mtb. L’expression de KatG est hétérogène dans la 

population de Mtb. Des bactéries conservant leur état réplicatif mais exprimant faiblement 

KatG sont alors en mesure de tolérer l’isoniazide (Balaban et al., 2013 ; Wakamoto et al., 

2013). De plus, des bactéries persistantes peuvent être générées par exposition à la 

streptomycine ou à la rifampicine (Saito et al. 2017; Zhu et al. 2018) dont les mécanismes 

d’action ciblent pourtant les bactéries non réplicatives (Lewis, 2010).  

L’état de persistance semble encouragé par les conditions environnementales complexes 

auxquelles sont soumises les bactéries in vivo. Il est intéressant de noter que la persistance de 

Mtb est en grande partie induite par le système immunitaire de l’hôte, notamment à 

l’intérieur des macrophages (Adams et al. 2011). En effet dans ces macrophages infectés, ou 

bien dans les granulomes, Mtb est confrontée à : i) un environnement hypoxique, ii) un pH 

acide, iii) une faible accessibilité aux nutriments, iv) des lipides comme source de carbone, v) 

la présence de monoxyde d’azote (NO) (Höner zu Bentrup et Russell, 2001 ; Wayne et Hayes, 

1996 ; Wayne et Sohaskey, 2001). L’utilisation de ces différents facteurs de stress in vitro, 

génère des bactéries s’apparentant à un état de persistance dont la population cesse de 

croître (Betts et al., 2002a ; Rustad et al., 2008 ; Voskuil et al., 2003, 2004). De ce fait, de 

nombreux auteurs utilisent également le concept de la persistance pour décrire l’aptitude de 

Mtb à survivre à la réponse immunitaire. La persistance est intimement liée à la virulence de 

Mtb, un concept plus large qui englobe également celui de sa pathogénicité (Coscolla et 

Gagneux, 2014).  

La virulence peut être définie comme l’aptitude de Mtb à survivre au stress généré par la 

réponse immunitaire de son hôte, sa capacité à induire des symptômes sévères et sa 

contagiosité (Coscolla et Gagneux, 2014). Dans le règne des bactéries, les principaux facteurs 

de virulence sont les toxines qui ont un effet pathogène direct sur l’hôte (Henkel, Baldwin, et 
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Barbieri 2010). A ce jour, une seule toxine produite par Mtb, la TNT, a été identifiée. La TNT 

serait en partie responsable de l’entrée en nécrose des macrophages (Danilchanka et al., 

2014). Ainsi, la virulence de Mtb ne repose pas principalement sur la production de toxines et 

semble être majoritairement liée à sa capacité à survivre et à moduler la réponse immunitaire 

de l’hôte et plus particulièrement, celle de sa cellule hôte principale, le macrophage. 

Cependant, l’efficacité de la réponse immunitaire varie en fonction des individus. Des facteurs 

génétiques contribuant à la susceptibilité ou la résistance à la tuberculose ont pu être 

identifiés. Parmi ces facteurs figurent des variants pour les gènes codants pour les récepteurs 

Toll like (TLR), intervenant dans la reconnaissance de Mtb et pour le facteur de transcription 

FOXP1 (forkhead box protein P1) nécessaire à la différenciation des monocytes en 

macrophages (van Tong et al. 2017). De plus, des gènes bactériens capables de contrecarrer 

certains mécanismes de défense des cellules immunitaires sont directement responsables de 

la virulence de Mtb et seront décrits dans les chapitres ci-dessous  (Coscolla et Gagneux, 2014). 

Les gènes de virulence de Mtb sont des gènes qui ne sont pas présents chez les mycobactéries 

non virulentes et leur délétion entraine une perte de virulence chez Mtb. Hormis le gène 

codant pour la TNT (Danilchanka et al. 2014; Tak et al. 2019), les gènes de virulence identifiés 

chez Mtb sont impliqués dans l’interaction avec l’hôte et codent principalement pour les 

lipides de l’enveloppe et des systèmes de sécrétion ainsi que les protéines effectrices. 

Les lipides de l’enveloppe sont localisés à un endroit clé pour interagir avec l’hôte et 

nombre d’entre eux sont des acteurs primordiaux de la virulence de Mtb. Leurs effets sont 

parfois redondants, notamment ceux des TDM, des Man-LAM et des DIM pour le blocage de 

la maturation du phagosome. 

Pour introduire ses protéines effectrices dans les macrophages, Mtb utilise une stratégie 

partagée avec d’autre bactéries intracellulaires, les systèmes de sécrétion qui forment des 

canaux permettant le transfert des molécules dans les membranes ou le cytosol des cellules 

infectées (T. R. D. Costa et al. 2015). Le génome de Mtb contient les gènes nécessaires à 

l’expression des systèmes de sécrétion généraux : le système TAT, utilisé par de nombreuses 

bactéries, et le système Sec, ubiquitaire. Mtb possède également cinq systèmes de sécrétion 

de type 7 (T7SS) nommés ESX-1 à 5 qui sont spécifiques aux mycobactéries. Le système le 

mieux décrit est le système ESX-1 qui permet la sécrétion de la protéine effectrice ESAT-6 

(EsxA) (Figure 6) dont le rôle dans la virulence de Mtb est très documenté. Les système ESX-3 
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et 5 permettent la sécrétion d’analogues de ESAT-6 et des travaux ont aussi montré leur 

implication dans la virulence. Les systèmes ESX-2 et 4 sont beaucoup moins bien caractérisés 

(pour revue (Majlessi et al. 2015; Refai, Barbouche, et Essafi 2018; V. Singh et al. 2015; 

Gröschel et al. 2016)).

Dans la section ci-dessous seront détaillés les mécanismes par lesquels les facteurs de 

virulence interfèrent avec la défense des macrophages et permettent la persistance de la 

bactérie.

Figure 6 Structure du système de sécrétion de type 7 (SST7) ESX-1 de Mtb. Le système ESX-1 composés d’un complexe 
transmembranaire composés des protéines EccB, EccC, EccD et MycP1 insérées dans la membrane plasmique et permettant 
la sécrétion des protéines effectrices, notamment ESAT-6 (EsxA), CFP-10 (EsxB), Esp (ESX-1 secretion-associated protein) A, 
EspB et EspB. Il est très probable que la polymérisation des protéines EspB et EspC forment un canal permettant la sécrétion
des substrats de ESX-1 à travers la membrane externe et vers le cytosol des macrophages. Adapté de Ly et Liu (2020).

5.2 L’interférence avec la phagocytose et l’autophagie

La phagocytose permet l’internalisation de pathogènes par les macrophages grâce à la 

formation de pseudopodes ou par une invagination de la membrane plasmique suite à une 

réorganisation du cytosquelette d’actine (Hirayama, Iida, et Nakase 2017). La phagocytose est 

induite soit directement par la reconnaissance directe des pathogènes par les « pattern 

recognition receptors » (PRR) (e.g. la lectine de type C transmembranaire Dectine-1 (alias 
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CLEC7A), le récepteur scavenger A (SR-A), le récepteur scavenger MARCO et le récepteur du 

mannose CD206 (alias MRC1) (Hirayama, Iida, et Nakase 2017), soit indirectement via un 

mécanisme dépendant de l’opsonisation (Van Lookeren Campagne, Wiesmann, et Brown 

2007). La phagocytose indirecte est médiée par les opsonines, de petites molécules solubles 

capables de faciliter l’interaction entre les pathogènes et les corps étrangers. Elles possèdent 

une partie variable capable de se fixer aux pathogènes et une région constante reconnue par 

des récepteurs sur les phagocytes. Les plus connues sont les immunoglobulines dont la région 

constante Fcγ est reconnue par les récepteurs FcγR à la surface de macrophages, et les 

fragments du complément qui sont notamment reconnus par le récepteur au complément de 

type 3 (CR3) (Van Lookeren Campagne, Wiesmann, et Brown 2007). 

Dans le cas d’une infection, une fois les récepteurs engagés par la reconnaissance des 

PAMP, la phagocytose est initiée par la formation du phagosome, une vésicule issue de 

protrusions de la membrane plasmique permettant d’absorber les pathogènes. Afin que la 

phagocytose puisse efficacement mener à la digestion des pathogènes, le phagosome subit 

une maturation qui nécessite la fusion avec des endosomes (Figure 7). Tout d’abord le 

phagosome précoce fusionne avec des endosomes précoces par le biais de la protéine EEA1 

(early endosome antigen 1) qui est recrutée par la GTPase Rab5. La maturation du phagosome 

se poursuit par le remplacement de Rab 5 par Rab 7, ce qui permet la fusion avec les 

endosomes tardifs. A ce stade, des pompes à protons de type V, les V-ATPases, sont recrutées 

dans les membranes des phagosomes tardifs et permettent d’acidifier le milieu intra 

vésiculaire. La maturation s’achève par une fusion avec des lysosomes. Les lysosomes sont des 

granules contenant de nombreuses enzymes hydrolytiques dont l’activité conduit à une forte 

augmentation de la concentration de composés microbicides à l’intérieur du phagosome 

mature, à ce stade qualifié de phagolysosome. Un complexe transmembranaire, la NADH 

oxydase 2 (NOX2) est recruté dans les phagolysosomes et permet la synthèse de composés 

microbicides. Les étapes de la résolution du phagolysosomes, une fois les pathogènes digérés 

sont à ce jour encore peu caractérisées (Uribe-Querol et Rosales 2020) 

Mtb est capable de survivre à l’intérieur du phagosome en déjouant tout le processus de 

digestion, c’est à dire en empêchant l’acidification et la fusion avec le lysosome. L’arsenal de 

stratégies dont le bacille dispose pour contrer l’acidification et la maturation des phagosomes 

est la principale cause de son succès en tant que pathogène (Armstrong et Hart 1971). 
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Les protéines de l’enveloppe de Mtb sont des facteurs essentiels dans ce processus. En 

effet, des études réalisées grâce à l’utilisation de microbilles recouvertes avec des TDM, ou 

par l’utilisation de TDM purifiés, ont démontré une action délétère sur la maturation des 

phagosomes, dont ils inhibent l’acidification (Axelrod et al. 2008). Les Man-LAM sont 

également responsables du blocage de la maturation du phagosome en limitant la 

concentration intracellulaire de Ca+ requise pour le bon déroulement de ce processus (Vergne, 

Chua, et Deretic 2003). En ce qui concerne les DIM, des dérivés des mycocétosates, une étude 

montre que les mutants déficients en DIM ne parviennent pas à arrêter l’acidification du 

phagosome (Astarie-Dequeker et al. 2009). Une étude plus récente a de surcroît montré que 

les DIM sont capables d’endommager la membrane des phagosomes et d’y créer des pores 

pour permettre à Mtb d’introduire des protéines effectrices dans le cytosol (Augenstreich et 

al. 2017). Des expériences menées chez la souris ont montré que la NADH déshydrogénase 

mycobactérienne NuoG est responsable de l’inhibition de l’acidification dépendante de Nox2 

(Miller et al. 2010) et de l’enzyme catabolisant la conversion de l’uridine triphosphate en 

cytidine triphosphate, la CtpsA, en empêchant leurs recrutements dans les phagosomes 

(Köster et al. 2017). Pour survivre à l’acidification, Mtb exprime également des enzymes pour 

détoxifier les espèces réactives de l’oxygène (ROS) comme la superoxide dismutase (SodA) et 

la KatG (Ng et al. 2004). Rv3034c est une catalase produite par Mtb qui limite le stress oxydatif 

en favorisant l’expressions de gènes codant pour des protéines impliquées dans la biogénèse 

du peroxysome : Pex3, Pex5, Pex19, Pex11b, la protéine de fission 1 mitochondriale, Fis-1 et 

la dynamin-like GTPase, DLP-1 (Ganguli et al. 2020). Mtb se protège aussi  des espèces 

réactives de l’azote grâce à ses LM, qui inhibent leur production (Doz et al. 2007), et grâce à 

ses DIM qui ont un effet imperméabilisant sur l’enveloppe (Siméone et al. 2007). Les souches 

mutantes synthétisant des LM modifiés ont d’ailleurs une virulence atténuée chez la souris et 

une plus forte sensibilité aux antibiotiques par rapport aux souches sauvages (Fukuda et al. 

2013). 

Afin d’assurer sa survie et de prévenir la formation d’un phagolysosome, Mtb dispose d’un 

arsenal d’effecteurs bactériens capables de détourner les voies de signalisation et empêcher 

sa fusion avec le lysosome. C’est le rôle d’EsxH (ESAT-6-like protein), la protéine effectrice 

sécrétée par ESX-3 (Mehra et al. 2013). Les TDM, dont la présence est abondante dans 

l’enveloppe de Mtb, ralentissent la maturation du phagosome (Indrigo, Hunter, et Actor 
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2003). Plus récemment, en utilisant des microbilles recouvertes d’immunoglobulines G 

couplées à des TDM, il a été montré que l’effet inhibiteur des TDM est médié par le 

recrutement de Mincle (alias CLEC4E, le récepteur de lectine dépendant du Ca²⁺ inductible par 

les macrophages) suite à l’activation de FcγRIIB lors de la phagocytose opsonique (Patin et al. 

2017). D’autre part, les Man-LAM participent aussi à l’inhibition de  la fusion avec les 

lysosomes en s’intercalant dans les endomembranes des phagosomes (Fratti et al. 2003).  

Suite au blocage de la maturation du phagosome, une portion de Mtb est capable de s’en 

échapper, perméabilisant sa membrane pour atteindre le cytosol qui constitue certainement 

un environnement nutritionnel plus favorable. Cette aptitude demeure sujet de controverse. 

En 2007, Wel et collègues montrent, par cryomicroscopie électronique la présence de certains 

bacilles dans le cytosol des macrophages. Par une méthodologie très élégante reposant sur la 

détection, en microscopie de fluorescence, du transfert d’énergie de résonnance entre 

molécules fluorescentes (FRET) généré par le clivage de la sonde fluorescente CCF-4 par les 

bêta-lactamases des bacilles, Siméone et al. (2012) confirment la présence des bacilles dans 

le cytosol de THP-1 différenciées en macrophage. Les auteurs impliquent deux substrats du 

système ESX-1 dans la rupture du phagosome : l’ESAT-6 et sa partenaire, la protéine CFP-10 

(culture filtrate partner 10). En 2015, la même équipe confirme in vivo la rupture du 

phagosome dans plusieurs types de phagocytes murins, en utilisant la détection, en 

cytométrie en flux, du FRET produit par le clivage de CCF-4 (Siméone et al. 2015). Augenstreich 

et al. (2017) ont montré que la perméabilisation du phagosome nécessite, en plus de ESAT-6 

et CFP-10, l’action conjointe des DIM. En effet, les souches BCG synthétisent les DIM, mais 

sont déficientes pour ESX-1 et ses substrats ESAT-6 et CFP-10, en raison de la délétion de la 

région différence 1 (RD1) contenant les gènes codants pour ces protéines. Les auteurs ont 

montré que les souches BCG dans lesquelles la région RD1 a été rajoutée (RD1+), sont capables 

de perméabiliser le phagosome. Toutefois, cette faculté est moindre pour les souches BCG 

RD1+ dont un gène nécessaire pour la synthèse des DIM est délété (Augenstreich et al. 2017).  

Une fois libre dans le cytoplasme, Mtb doit faire face à une autre menace, l’autophagie, un 

processus par lequel, en condition non pathologique, les cellules recyclent ou se débarrassent 

des composants cellulaires endommagés (Bernard et al. 2020). Pour cela, un autophagosome 

se forme dans le cytosol et compartimente les corps à dégrader. Puis tout comme lors de la 

phagocytose, l’autophagosome est adressé aux lysosomes (Ma et al. 2013). L’autophagie 
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possède aussi une action microbicide contre les pathogènes qui se retrouvent séquestrés dans 

l’autophagosome. L’élimination de Mtb via cette voie a été démontrée par Deretic et al., 

(2013) comme un mécanisme efficace. Cependant, Mtb est capable de contrer la fusion du 

lysosome et de perméabiliser l’autophagosome en utilisant des mécanismes dont certains 

sont similaires à ceux utilisés pour survivre à la phagocytose, et notamment grâce à ESAT-6 

(Pour revue Paik et al., 2018).

Figure 7. La phagocytose et la maturation du phagosome. La phagocytose débute par la formation du phagosome grâce à 

des protrusions de la membrane plasmique. Ensuite, les protéines Rab5 enchâssées dans la membrane du phagosome recrutent 

la protéine EEA1 qui permettent la fusion avec des endosomes précoces. Cette fusion permet l’acidification progressive du 

phagosome et le recrutement de Rab7 qui adresse le phagosome aux endosomes tardifs. La maturation deux phagosome 

s’achève par sa fusion avec les lysosomes. Les lysosomes contiennent des enzymes hydrolytiques qui digèrent les pathogènes. 

A ce stade le complexe NOX2 est recruté dans les membranes du phagosome et assure une forte production de composés 

microbicides Adapté de Uribe-Querol et Rosales (2020)

L’effet des facteurs de virulence ne se limite pas à interférer avec la phagocytose et 

l’autophagie. Une fois échappée dans le cytosol, Mtb est alors capable d’y moduler plus 
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largement la réponse de son hôte et notamment la mort cellulaire ainsi que le statut 

inflammatoire des macrophages. 

5.3  Le contrôle de la mort cellulaire 

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée non inflammatoire qui 

contribue à la défense des organismes contre les pathogènes. Ce phénomène a été très étudié 

et est extrêmement bien décrit (Nagata 2018; Place, Lee, et Kanneganti 2021). La dernière 

étape de ce processus d’apoptose est  la fragmentation : le macrophage en apoptose se 

fragmente, Mtb comme le reste du contenu cellulaire, est relarguée dans le milieu 

extracellulaire, contenus à l’intérieur de multiples corps apoptotiques délimités par des 

fragments de membrane plasmique (Divangahi, Behar, et Remold 2013). Grâce à l’apoptose, 

les macrophages limitent la survie de Mtb en la privant de sa niche. Ainsi, Mtb contenue dans 

les corps apoptotiques, stimule les cellules dendritiques et le recrutement de l’immunité 

innée, tout en épargnant l’hôte de la virulence médiée par les composants de son enveloppe 

(Weiss et Schaible, 2015). De plus, l’apoptose puis l’efférocytose (terme définissant la 

phagocytose des cellules apoptotiques) ont montré une grande efficacité pour éliminer les 

mycobactéries (Hartman et Kornfeld, 2011; Lam et al., 2017; Martin et al., 2012; Tan et al., 

2006). De ce fait, pas moins de 19 facteurs synthétisés par Mtb ont pour fonction de contrer 

directement l’apoptose afin de favoriser la survie du macrophage. Les mécanismes les mieux 

décrits sont ceux par lesquels Mtb empêche l’activation de la voie des caspases grâce à 

ses Man-LAM, NuoG, EspR (le facteur transcriptionnel qui active ESX-1), la nucléoside 

diphosphate kinase Ndk, Rv3033, la protéine tyrosine phosphatase MptpB et la protéine 

tyrosine phosphatase Ptpa (pour revue (Abdalla et al. 2020)).  

Mtb favorise la nécrose, plutôt que l’apoptose, pour assurer sa dissémination. La nécrose 

est une mort cellulaire non programmée qui permet, durant la phase active de la tuberculose, 

de créer le caséum et de libérer des bacilles infectieux dans le milieu extracellulaire. Durant 

longtemps, les raisons menant à l’induction de la nécrose et à l’origine de la formation du 

caséum sont demeurées inconnues (Sarathy et Dartois 2020). En 2006, Lee et al. montrent 

que certains macrophages explosent lorsque la charge bactérienne atteint au moins 25 

bacilles. Les auteurs montrent également que la mort des macrophages par la nécrose n’a 

aucun impact négatif sur la survie de Mtb, soulignant le bénéfice de cette voie pour les 
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bactéries. Pendant longtemps, la nécrose induite par Mtb a été liée uniquement au 

phénomène de surexposition des macrophages au stress causé, par exemple, par la réplication 

de Mtb ou l’accumulation de lipides (Sarathy et Dartois 2020). Puis, en 2014, Danilchanka et 

al. Identifient la toute première et seule toxine identifiée chez Mtb, la TNT, issue du clivage de 

la porine CpnT et capable d’induire la nécrose des macrophages. La ferroptose, un mécanisme 

de mort cellulaire qui s’apparente à une nécrose programmée,  a été impliquée dans 

l’induction de la nécrose des macrophages infectés par Mtb (Amaral et al.,2019). La ferroptose 

a été décrite pour la première fois en 2012. Elle est induite par l’accumulation de fer, de lipides 

peroxydés et de lipides oxydés dans le cytosol des macrophages (Dixon et al. 2012). Bien que 

l’importance du rôle occupé par le fer au cours de l’infection des macrophages par Mtb 

suggérait déjà un rôle pour ce type de mort cellulaire programmée (pour revue (Meunier et 

Neyrolles, 2019)), ce n’est que très récemment que l’implication de la ferroptose au cours de 

l’infection des macrophages avec Mtb a été étudiée (Amaral et al.,2019). Amaral et al. (2019) 

ont montré que la nécrose des macrophages infectés par Mtb s’accompagne d’une 

augmentation de la concentration en fer et que l’inhibition de la ferroptose grâce à la 

ferrostatine, un inhibiteur connu de cette voie, empêche complètement l’entrée en nécrose 

des macrophages infectés. 

5.4  Le contrôle de la polarisation des macrophages par Mtb 

De par leur nature de phagocytes, les macrophages sont capables d’exercer leur fonction 

phagocytaire quelque soit leur état de polarisation. Toutefois, suivant leur phénotype (M1 ou 

M2), la phagocytose est initiée par des récepteurs différents et entraine une signalisation 

différente. En effet, la polarisation de type M1 va entrainer l’expression de récepteurs qui, 

une fois activés, entretiennent la réponse pro-inflammatoire (e.g. CD14, CD16, MARCO) 

(Ambarus et al. 2012; Mantovani et al. 2004; Uribe-Querol et Rosales 2020). La polarisation 

de type M2, quant à elle, induit l’expression de récepteurs dont l’activation provoque un signal 

anti-inflammatoire suite à la phagocytose (e.g. MRC1, CD163) (PrabhuDas et al. 2017). Les 

fonctions bactéricides des macrophages de type M1 les rendent plus efficaces pour éliminer 

Mtb, alors que le profil anti-inflammatoire des macrophages de type M2 les rend plus 

susceptibles à permettre sa survie sur le long terme (Ahluwalia et al. 2017; Peyron et al. 2008). 

Aussi, au-delà du contrôle exercé par les facteurs de virulence directement sur les mécanismes 

de défense, au cours de l’infection, Mtb module également la réponse inflammatoire et la 
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polarisation des macrophages afin que ces derniers répriment la mise en place de conditions 

qui lui sont hostiles.

5.4.1 Généralités sur les signaux de polarisation de type M1

Les macrophages adoptent une polarisation de type M1 principalement en réponse aux 

voies de signalisations activées par les récepteurs Toll Like (TLR), IFN-γ et GM-CSF

(granulocyte-macrophage colony stimulating factor) (pour revues (Marino et al., 2015, 2015))

(Figure 8).  

Figure 8. Les signaux de polarisation des macrophages. En orange, les signaux impliqués dans la polarisation de type M1 

et en en bleu, les signaux impliqués dans la polarisation de type M2. Les gènes impliqués dans la polarisation de types M1 sont 

principalement sous le contrôle de trois facteurs de transcription : NF-κB, STAT1 et STAT5. La reconnaissance des pathogènes 

par les TLR permet l’activation du facteur NF-κB, via l’activation de MYD88, TRAF6, IRAK1, IRAK2 et IRAK4, dans le cas 

des TLR situé à la membrane plasmique. Les facteurs STAT1 et STAT5 sont respectivement activés par l’activation des 

récepteurs IFNGR1/2 et GM-CSFR, de façon dépendante de la cascade d’activation des kinases JAK. Les gènes permettant la 

polarisation de type M2 sont majoritairement sous le contrôle des facteurs STAT3, STAT6 et PPARγ. Les récepteurs de l’IL-

4, IL-4R et IL-2R, permettent l’activation de STAT6. La reconnaissance de l’IL-13 par les récepteurs IL-4R et IL-13R conduit 

à l’activation de STAT3. L’internalisation de lipides induite par les macrophages de type M2 grâce à l’expression du récepteur 

scavenger CD36 mène à l’activation du facteur PPARγ.

Pour reconnaitre les pathogènes, les macrophages expriment à leur surface les PRR, des 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP, 

Pathogen Associated Molecular Pattern). Parmi eux, les TLR sont des récepteurs 

transmembranaires et représentent la composante principale de l’activation de type M1 de
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l’immunité innée. Les TLR reconnaissent un large éventail de PAMP et de motifs moléculaires 

associés aux dommages (DAMP, Damage Associated Molecular Pattern). Chez l’Homme, 10 

types de TLR ont été décrits et ne reconnaissent pas tous les mêmes types de ligands. Dans le 

cas des interactions hôte/pathogènes, les TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont mis en jeu pour la 

reconnaissance des pathogènes extracellulaires, et les TLR3, 7, 8 et 9 pour celle des 

pathogènes intracellulaires, du fait de leur expression dans la membrane des lysosomes et des 

endosomes. A l’exception de TLR3, l’activation des TLR induit la voie de signalisation 

dépendante de MyD88 (Myeloid Differenciation primary response gene 88) (pour revue (El-

Zayat, Sibaii, et Mannaa 2019; C. Zheng et al. 2020)). L’activation de MyD88 entraine une 

cascade de signalisation impliquant les kinases de types 1, 2 et 4 associées au récepteur de 

l'interleukine-1 (IRAK1, 2 et 4) ainsi que le facteur associé au récepteur du TNF, TRAF6. Cette 

cascade de signalisation mène à la translocation du facteur de transcription nucléaire κB (NF-

κB) dans le noyau (Figure 8), permettant la transcription des gènes placés sous son contrôle, 

qui codent notamment pour des médiateurs pro-inflammatoires, des protéines impliquées 

dans l’apoptose et dans le recrutement d’autres cellules immunitaires (De Nardo et al. 2018). 

La signalisation via TLR3 active également NF-κB de façon dépendante de la protéine 

adaptatrice TICAM-1 (Toll Like Receptor Adaptor Molecule 1, alias TRIF) et TRAF3 ou RIP1 

(sérine / thréonine-protéine kinase 1 interagissant avec les récepteurs) (Nguyen, Gazy, et 

Venketaraman 2020). L’activation des voies pro-inflammatoires induites par la réponse des 

TLR fait aussi intervenir des facteurs de régulation des interférerons (IRF), le facteur de 

transcription STAT1 et le facteur de croissance EGR (early growth factor) (pour revue (El-Zayat, 

Sibaii, et Mannaa 2019)). 

La signalisation dépendante de l’IFN-γ ou du GM-CSF se produit secondairement et agit 

pour maintenir la polarisation de type M1. En effet, l’IFN-γ et le GM-CSF sont produit par des 

macrophages et des lymphocytes déjà activés par la voie classique. Dans les macrophages, 

l’IFN-γ et le GM-CSF déclenchent respectivement l’activation de STAT1 et STAT5, 

principalement via JAK2 (Figure 8). Ceci induit l’expression de gènes pro-inflammatoires et 

notamment la production d’IRF1 et IRF8, et d’IL-1 et IL-12, deux interleukines qui possèdent 

un rôle clé dans la défense contre Mtb (Yunna et al. 2020).  
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5.4.2 Généralités sur les signaux de polarisation de type M2 

Contrairement à la polarisation de type M1 qui confère aux macrophages des propriétés 

pro-inflammatoires et largement microbicides ; la voie d’activation alterne de type M2 

confère aux macrophages des propriétés soit pro-réparatrices (principalement IL-4 et IL-13) 

soit anti-inflammatoires selon les signaux par lesquels elle est induite, visant à restaurer 

l’homéostasie tissulaire (principalement IL-10 et le facteur de croissance transformant TGF-β). 

L’IL-4 et l’IL-13 initient une cascade de signalisation dépendante des kinases Jak1 / Jak2 / Jak3 

et Tyk2 qui va mener à l’activation des facteurs de transcription STAT3 et STAT6 et à la 

transcription subséquente des gènes anti-inflammatoires qu’ils contrôlent (Figure 8), 

notamment le récepteur MRC1, les facteurs de transcription IRF4 et KLF4 (Kruppel-like factor 

4), ainsi que la protéine inhibitrice de la signalisation des cytokines, SOCS1 (Malyshev et 

Malyshev 2015; C. Zhang, Yang, et Ericsson 2021). L’IL-4 induit aussi l’importation d’acide gras 

en provoquant l’expression du récepteur scavenger CD36. Les acides gras activent en retour 

le récepteur PPARγ (Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma) (Sheedy et 

Divangahi 2021), un récepteur nucléaire fortement impliqué dans l’induction de nombreux 

gènes nécessaires à la polarisation de type M2 (Figure 8) et dans l’inhibition de l’activation 

classique (Varga, Czimmerer, et Nagy 2011). La polarisation alterne inhibe également la voie 

d’activation classique par le biais, par exemple, de STAT3 qui réprime toute la voie de 

signalisation pro-inflammatoire dépendante de NF-κB et aussi par le biais de SOCS1, qui 

réprime STAT1 (Figure 8). Les macrophages de type M2 assurent une forte production d’IL-10 

qui permet également de conduire à l’activation de STAT3 avec le même effet répresseur sur 

la voie classique. L’IL-10 est par ailleurs capable de réprimer jusqu’à 20% des gènes pro-

inflammatoires induit par la voie classique. Son rôle est probablement de contrebalancer les 

effets négatifs d’une polarisation classique exacerbée, car son expression est induite dans les 

macrophages de type M1 (Lang et al. 2002). La polarisation alternative est également 

entretenue par la stimulation autocrine du TGF-β. L’effet anti-inflammatoire TGF-β est 

engendré par l’inhibition des gènes pro-inflammatoires et par l’apoptose (Batlle et Massagué, 

2019).  
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5.4.3 Le rôle des macrophages de type M1 

Les macrophages de type M1 assurent un rôle de défense contre les pathogènes. Pour cela 

ils produisent des composés bactéricides (e.g. des espèces réactives de l’azote et de l’oxygène) 

qui permettent de digérer les pathogènes. Les macrophages M1 produisent également des 

médiateurs de l’inflammation afin de stimuler l’immunité innée et de faire le lien avec 

l’immunité adaptative.  

5.4.3.1 Production de composés microbicides 

Les composés bactéricides permettent une élimination non spécifique des pathogènes. Ces 

composés sont des dérivés toxiques du dioxyde d’oxygène et de l’azote.  

La production de ROS par les macrophages est majoritairement réalisée par le complexe 

NOX (NADPH oxydase). Ce complexe est composé de plusieurs protéines cytosoliques, dont 

NOX2, et s’assemble dans la membrane plasmique en réponse à des stimuli de type M1 tels 

que le TNF-α (Tumor necrosis factor α) et l’IL-1 (Fisher 2009). La localisation du site actif de 

NOX2 permet de synthétiser des ROS dans le milieu extracellulaire, ce qui permet au 

macrophage d’exercer une pression bactéricide sur les pathogènes qui n’ont pas été 

phagocytés. De plus, lors de la phagocytose, l’invagination de la membrane plasmique permet 

l’internalisation de NOX2 à l’intérieur des phagosomes et assure une forte concentration en 

ROS dans ce compartiment. Les macrophages sont aussi capables d’assurer une production de 

ROS cytosoliques par les complexes de la chaine de transport des électrons mitochondriale 

(Herb et Schramm 2021). Ces mtROS permettent de cibler les pathogènes capables de 

s’échapper du phagosome tels que Mtb.  

Dans les macrophages humains, la production de NO n’est pas constitutive. Elle se fait à 

partir de L-arginine et, en réponse à l’induction des voies activées par TLR2, 4, 5 et 9, elle est 

assurée par l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). L’activité d’iNOS est réprimée par les 

médiateurs de la polarisation alterne comme l’IL-4 et le TGF-β car ils favorisent l’expression 

de l’arginase 1 (Arg1), une enzyme qui rentre en compétition avec iNOS pour la consommation 

de la L-arginine. Contrairement à iNOS, Arg1 transforme la L-arginine en composés non 

toxiques dont certains participent à la cicatrisation. Bien que la régulation et les rôles 

antagonistes d’iNOS et Arg1 au cours des infection soient très bien décrits dans les 
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macrophages murins, ils sont à ce jour encore controversés chez l’Homme (Nathan et Shiloh 

2000). Il est toutefois important de noter que les études relatant l’implication de iNOS/Arg1 

dans les pathologies humaines sont nombreuses ((Murray et Wynn 2011; Nathan 2006; Ochoa 

et al. 2001) 

5.4.3.2 Recrutement et activation des autres cellules immunitaires 

Une fois polarisés en type M1, l’activation des macrophages est exacerbée grâce à la 

production de médiateurs qui vont influencer une polarisation du même type de façon 

autocrine et paracrine sur les macrophages environnants. Ces médiateurs vont également 

attirer les autres cellules de l’immunité innée et adaptative vers le site de l’infection avant 

d’en influencer également l’activation. Ces médiateurs appartiennent à la famille des 

cytokines qui comprend les interférons, les interleukines, le TNF et les chimiokines. Les 

principales cytokines pro-inflammatoires amplifiant la polarisation de type M1 sont l’IL-1β, 

l’IL-6, IL-12, l’IL-23 et le TNF-α. Le recrutement par chimiotactisme et la différentiation des 

monocytes en macrophages sont assurés par les chimiokines CXCL1, 2 et 3. Le recrutement 

des autres cellules immunitaires est assuré par les chimiokines CXCL1 ,2 3, 5, 6, 7 et 8 qui 

mobilisent majoritairement des neutrophiles, et par les chimiokines CCL3, 4, 5, 23, CXCL9, 10, 

11, 12, 13, 14 et 16 et qui recrutent principalement des lymphocytes et des cellules NK. Les 

macrophages sont également capables d’activer les lymphocytes en assurant un rôle de 

cellules présentatrices d’antigènes via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type 

II (Atri, Guerfali, et Laouini 2018; Cowin 2018; Martinez et al. 2013; Ruytinx et al. 2018; Scheu 

et al. 2017; Xuan et al. 2015). 

5.4.4 Le rôle des macrophages de type M2 

L’activité pro-inflammatoire des macrophages de type M1 induit des dommages 

collatéraux en causant des lésions aux tissus environnants. La polarisation de type M2 ont 

alors pour fonction d’assurer la résolution de l’inflammation, à savoir : réparer, cicatriser, 

tempérer la réaction pro-inflammatoire et rétablir l’homéostasie tissulaire. Pour cela, les 

macrophages de type M2 recrutent et activent une immunité adaptative de type Th2 via des 

chimiokines particulières dont CCL1, 2 13, 14, 17, 18, 20 – 24 et 26 (Atri, Guerfali, et Laouini 

2018; Cowin 2018; Martinez et al. 2013; Ruytinx et al. 2018; Scheu et al. 2017; Xuan et al. 

2015). L’effet des cytokines synthétisées par les Th2 (e.g., IL-10, TGF- β) favorise le retour à 
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l’homéostasie en inhibant la production de médiateurs pro-inflammatoires, comme l’IL-1β, 

l’IL-12, et le TNF-α par les macrophages de type M1 (Ruytinx et al. 2018). Les macrophages de 

type M2 produisent également du collagène et de la fibronectine pour favoriser la réparation 

tissulaire et, via la sécrétion de TGF-β, induisent la synthèse de collagène par les 

myofibroblastes environnants (Batlle et Massagué 2019).  

5.4.5 Le métabolisme énergétique des macrophages   

La polarisation des macrophages entraine également une reprogrammation de leur 

métabolisme énergétique. La voie classique augmente la dépendance des macrophages de 

type M1 envers la glycolyse, alors que cette dernière n’est pas impactée dans les macrophages 

de type M2 qui dépendent majoritairement des phosphorylations oxydatives (OXPHOS), 

couplées au cycle de Krebs, se déroulant dans les mitochondries, et de la β-oxydation des 

acides gras. Cette reprogrammation est à la fois nécessaire pour satisfaire les besoins 

énergétiques des macrophages et pour réguler l’expression de certains gènes impliqués dans 

l’immunité ; c’est pour cela que le concept d’immunométabolisme a été introduit pour les 

macrophages (Sheedy et Divangahi 2021) (figure 9). 

La glycolyse est un processus utilisé par la quasi-totalité des êtres vivant pour générer de 

l’énergie sous forme d’ATP. Elle se déroule dans le cytoplasme et génère deux molécules d’ATP 

lors de la transformation d’une molécule de glucose en une molécule de pyruvate. Dans les 

mitochondries des cellules eucaryotes et en condition aérobie, le cycle de Krebs augmente le 

rendement énergétique en couplant la glycolyse à l’OXPHOS grâce à l’utilisation de l’acétyl-

co-A, un dérivé du pyruvate (Yajuan Zhang et al. 2018). 

 L’acétyl-co-A intervient dans l’étape du cycle de Krebs qui transforme l’oxaloacétate en 

citrate grâce à l’activité de l’isocitrate déshydrogénase (IDH). Les autres étapes du cycle 

permettent générer des coenzymes réduits, le NADH et le FADH2, grâce à la décarboxylation 

du citrate en oxaloacétate. Le cycle de Krebs en lui-même ne produit pas d’énergie sous forme 

d’ATP. Il le permet indirectement grâce à la production de NADH et de FADH2 qui sont réoxydés 

par l’OXPHOS assurée par la chaine de transfert des électrons. L’OXPHOS se produit dans la 

membrane interne des mitochondries par l’activité de quatre complexes qui régénèrent du 

NAD+ et du FAD à partir du NADH et du FADH2 en utilisant l’O2 comme accepteur final 

d’électrons. C’est ce transport d’électrons qui finalement génère un gradient de protons utilisé 
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par l’ATP synthase pour synthétiser de l’ATP. En plus du pyruvate, le cycle de Krebs peut être 

alimenté avec d’autres métabolites issus du catabolisme des sucres, des acides aminés comme 

la glutamine et l’aspartate, et des lipides (Yajuan Zhang et al. 2018). Ceci permet au cycle de 

Krebs, conjointement avec l’OXPHOS, d’assurer la majorité de la production d’ATP de façon 

indépendante de la glycolyse. 

Figure 9. L'immunométabolisme des macrophages. Les macrophages de type M1 répriment le cycle de Krebs et l’OXPHOS 

au profit d’une induction de la glycolyse alors que le métabolisme des macrophages de type M2 dépend principalement du 

cycle de Krebs et de l’OXPHOS. Dans les macrophages de type M2, le pyruvate produit par la glycolyse, ainsi que des dérivés 

du métabolisme de la glutamine et de la β-oxydation des acides gras, sont importés dans la mitochondrie pour alimenter le 

cycle de Krebs. Le cycle de Krebs produit deux coenzymes réduits qui sont réoxydés par l’OXPHOS réalisée par la chaîne des 

électrons localisée dans les membranes des mitochondries. Dans les macrophages de type M1, la production d’énergie, sous 

forme d’ATP, est majoritairement assurée par la conversion du glucose-3-phosphate en pyruvate. Le cycle de Krebs est 

interrompu à plusieurs étapes clés permettant l’accumulation de citrate, de succinate et d’itaconate, trois métabolites dont le 

rôle, pro-inflammatoire, permet de maintenir la polarisation de type M1 et de réprimer celle de type M2 : i) le citrate es exporté 

dans le cytoplasme et est utilisé pour synthétiser des prostaglandines, ii) le succinate permet la stabilisation du facteur pro-

inflammatoire HIF1α et iii) l’itaconate inhibe la chaîne de transport des électron qui assure l’OXPHOS. La voie des pentoses 

phosphates (PPP) permet de générer du NADH servant la production de ROS et de NO. Glc : glucose, G6P : glucose-6-

phosphate, TG : triglycérides,  αKG : α-cétoglutarate, AcCoA : acétyl-co-A. Adapté de Rabold et al. (2017).

Le métabolisme des macrophages de type M2 dépend principalement de l’OXPHOS, alors 

que les macrophages de type M1 induisent une forte activité glycolytique et répriment leur 
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métabolisme mitochondrial en bloquant le cycle de Krebs. Ils dépendent donc principalement 

de la glycolyse pour subvenir à leur besoin en ATP. L’induction de la glycolyse et la répression 

du métabolisme mitochondrial pourrait sembler contreproductif pour le macrophage de type 

M1 car la glycolyse possède un rendement moindre face à celui de l’OXPHOS. Cependant, 

l’ATP produite par la glycolyse est plus rapidement disponible et comblerait, même dans un 

environnement hypoxique, un besoin urgent en énergie des macrophages de type M1 (Koo et 

Garg 2019). Dans les macrophages, la glycolyse est induite par le GM-CSF, l’activation des PRR 

(e.g. l’activation de TLR4 par le LPS) et les cytokines pro-inflammatoires. La signalisation 

résultante de ces voies conduit à l’activation de NF-κB qui, à son tour, amplifie la réponse pro-

inflammatoire, particulièrement via l’activation du facteur 1-alpha inductible par l'hypoxie, 

HIF1-α (van Uden, Kenneth, et Rocha 2008). Par ailleurs, HIF1-α induit l’import massif de 

glucose grâce à l’augmentation de l’expression du transporteur de glucose GLUT-1  

(Freemerman et al. 2014). La pyruvate kinase M2 (PKM2) intervient dans la dernière phase de 

la glycolyse consistant à transformer le phosphoenolpyruvate en pyruvate. Cette fonction est 

assurée par la forme active tétramérique de l’enzyme. Cependant, sous sa forme inactive 

dimérique, PMK2 est capable de se transloquer dans le noyau pour induire l’expression de 

gènes pro-inflammatoires comme HIF1-α, STAT1 et IL-1β, et ainsi, promouvoir la polarisation 

de type M1 (Palsson-McDermott et al. 2015). La voie des pentoses phosphate est également 

induite dans les macrophages de type M1. Cette voie présente un intérêt certain pour la 

défense des macrophages car elle produit du NADPH, un métabolite qui peut être utilisé par 

Nox2 pour produire des ROS et par iNOS pour produire du NO (Rabold et al. 2017). 

Un autre avantage de la répression de l’OXPHOS est que l’interruption du cycle de Krebs, à 

certaines étapes particulières, permet de générer des métabolites tels que le citrate, le 

succinate et l’itaconate, dont le rôle pro-inflammatoire est crucial pour l’activation classique 

des macrophages.  

L’accumulation de citrate est rendue possible dans les macrophages de type M1 grâce à la 

répression de l’IDH et à la surexpression d’un transporteur du citrate, le CIC. Dans le 

cytoplasme, le citrate est converti en acétyl-co-A, puis ce dernier est converti en acides gras 

qui serviront à générer des composés microbicides comme les ROS, le NO et des 

prostaglandines gras (Infantino et al. 2013; 2014). L’accumulation de citrate est la 

conséquence de la stimulation des macrophages par des signaux pro-inflammatoires comme 
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le LPS, l’IFN-β et le TNF-α. Le citrate est également impliqué dans la production de NADPH 

dépendante du métabolisme des acides gras (Infantino et al. 2013; 2014).  

L’itaconate est produit grâce à l’aconitate décarboxylase 1 (ACOD1) à partir du cis-aconitate 

produit par le cycle de Krebs. ACOD1 est surexprimé au cours de la polarisation de type M1. 

L’itaconate possède un rôle microbicide direct en inhibant l’isocitrate lysase des bactéries. 

Dans les macrophages, il agit plutôt comme un immunorégulateur puisque son effet est 

d’inhiber la transcription de gènes pro-inflammatoires (e.g. IL-1β, IL-6) en empêchant la 

dégradation du facteur de transcription NRF2 (Williams et O’Neill, 2018).  

L’accumulation de succinate permet de favoriser la polarisation de type M1 par le biais de 

la stabilisation du facteur HIF1-α (Rabold et al. 2017). 

Dans le cas de la polarisation alterne de type M2, comme la glycolyse n’est pas induite, le 

pyruvate vient à manquer pour alimenter le cycle de Krebs, et de ce fait, la cellule augmente 

l’importation d’acides aminés et de lipides comme source d’énergie alternative. L’IL-4 entraine 

l’expression du récepteur CD36, lequel assure l’internalisation d’acides gras (S. C.-C. Huang et 

al. 2014). Une boucle d’activation positive s’établit alors : PPARγ (Chawla et al. 2001)  est 

activé par les acides gras et favorise l’expression de CD36, qui, à son tour, va entrainer 

l’accumulation de lipides dans le cytosol (Chawla et al. 2001). Ces acides gras sont utilisés pour 

générer d’avantage d’ATP au cours de la β-oxydation réalisée dans la matrice des 

mitochondries, à proximité de la chaine de transport des électrons qui assure l’OXPHOS 

(Sheedy et Divangahi 2021). Le transport des acides gras à longue chaine dans la mitochondrie 

nécessite leur activation préalable par une conversion en acyl-Co-A, puis un transport à travers 

les membranes mitochondriales par la navette de la carnitine. Cette navette fait intervenir 

deux carnitine transférases (CPT1 et CPT2). L’activité de CPT1 est l’élément limitant de la β-

oxydation. L’inhibition de CPT1 avec de l’etomoxir a montré que la β-oxydation est nécessaire 

à la polarisation de type M2, mais la raison de cette dépendance reste inconnue (Murthy et 

Pande 1987). 

Dans le cas des macrophages de type M1, la situation est différente. La β-oxydation est 

limitée car ils utilisent les lipides pour synthétiser des acides gras bactéricides tels que les 

prostaglandines. L’import de corps gras n’est pas particulièrement induit au cours de 

l’activation classique et les macrophages de type M1 se servent de l’acétyl-co-A, produit par 
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la glycolyse et par la conversion du citrate issu du blocage de l’OXPHOS, pour la synthèse 

d’acide gras bactéricides (Sheedy et Divangahi 2021).  

La dichotomie glycolyse / OXPHOS dans les macrophages de type M1 et M2 observée in 

vitro n’est cependant pas aussi tranchée in vivo. Les macrophages pulmonaires ont 

notamment un métabolisme particulier qui résulte de la complexité des signaux auxquels ils 

sont soumis. 

5.4.6 Les macrophages pulmonaires 

5.4.6.1 Origine 

Deux populations de macrophages sont majoritaires dans les poumons : les macrophages 

alvéolaires et les macrophages interstitiels. L’origine et le rôle des macrophages pulmonaires 

a été très majoritairement étudiée chez la souris, car chez l’Homme, l’isolement des 

macrophages pulmonaires est effectué principalement par lavage broncho-alvéolaire et ne 

permet pas de collecter les macrophages interstitiels localisés à l’intérieur des tissus 

pulmonaires. Chez la souris, trois sources différentes ont été identifiées pour la génération de 

progéniteurs des monocytes qui se différencient ensuite en macrophages : le sac vitellin, le 

foie fœtal et la moelle osseuse adulte. Il est établi que les macrophages alvéolaires sont issus 

de la différenciation des monocytes embryonnaires et fœtaux en réponse au TGF-β et au GM-

CSF via le récepteur du GM-CSF (CSF2R). Ils ont donc une origine prénatale et se maintiennent 

ou prolifèrent par auto-renouvèlement local dans les poumons (Woo, Jeong, et Chung 2021). 

A l’inverse, les macrophages interstitiels proviennent des précurseurs situés dans la moelle 

osseuse. Ils sont renouvelés par recrutement des monocytes sanguins et, à ce jour, peu 

d’études ont démontré leur capacité à proliférer. Cette incapacité pourrait provenir du 

blocage de la prolifération médiée par l’expression du facteur de transcription MAF, mais aussi 

par la dépendance au M-CSF des macrophages interstitiels via une forte expression de son 

récepteur, CSF1R (Evren, Ringqvist, et Willinger 2020). 

Chez la souris, à l’état naïf, la population des macrophages pulmonaires est constituée à 

96% par les macrophages alvéolaires et d’une minorité macrophages issus de l’infiltration des 

monocytes circulants provenant de la moelle osseuse. Mais en cas d’infection ou de lésions, 

une infiltration massive de monocytes se produits dans les poumons (Aegerter et al. 2020; 

Machiels et al. 2017; Pisu et al. 2021) et cette population de macrophages nouvellement 
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recrutés constitue finalement 72% des macrophages pulmonaires totaux (Pisu et al. 2021). 

Ces deux populations de macrophages exercent des fonctions complémentaires pour assurer 

à la fois la défense contre les agressions et l’homéostasie dans les poumons. La présence de 

la population de macrophages recrutés a longtemps été considérée comme transitoire 

(Janssen et al. 2016). Cependant, une proportion de ces macrophages réside de façon 

permanente dans les poumons, même après la résolution de l’inflammation à l’origine de leur 

recrutement (Misharin et al. 2017; Pisu et al. 2021). Par ailleurs, des études plus récentes ont 

montré que les macrophages interstitiels recrutés sont très difficilement différentiables des 

macrophages alvéolaires, soit en cytométrie en flux, par leur expression de marqueurs de 

différenciation, soit en microscopie, par leur morphologie (pour revue (Kulikauskaite et Wack 

2020)), et que sous l’influence de l’environnement pulmonaire, au cours du temps, les 

macrophages interstitiels finissent par arborer un phénotype semblable à celui des 

macrophages alvéolaires (Evren et al. 2021). Il est alors possible que des erreurs 

d’interprétation sur les fonctions et la nature même de ces deux populations de macrophages 

pulmonaires aient été commises et soient à l’origine des divergences constatées parmi les 

travaux publiés. Néanmoins grâce à l’amélioration des techniques d’analyses, et notamment 

le séquençage à l’échelle de la cellule unique (scRNA-seq), ces populations de macrophages 

sont de mieux en mieux caractérisées. Grâce à cette technique, deux populations de 

macrophages interstitels, Lyve1hiCD38low et Lyve1lowCD38hi, ont été indentifiées chez la souris, 

selon leur expression du gène Lyve1 (lymphatic endothelium hyaluronan receptor-1) et du 

gène codant pour la glycoprotéine membranaire Cd38  (Chakarov et al. 2019). Ces populations 

sont présentes à l’état naïf dans les poumons, le cœur, la peau et les tissus adipeux. Cette 

année, également grâce au scRNA-seq,  Pisu et al. (2021) ont mis en évidence trois sous 

populations de macrophages alvéolaires et une population de macrophages interstitiels 

présents à l’état basal dans les poumons de souris saines et qui sont conservées chez 

l’Homme.  

5.4.6.2 Fonctions des macrophages pulmonaires 

Les macrophages alvéolaires ont pour fonction principale de maintenir l’homéostasie 

pulmonaire en condition dite normale (hors infection et lésion pulmonaire). Grâce à leur 

production constitutive de TGF-β et grâce à la production de GM-CSF par les cellules 

épithéliales, les macrophages alvéolaires sont soumis à la fois à des signaux pro- et anti-
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inflammatoires. Ainsi, ils débarrassent les voies respiratoires des cellules mortes, des 

infections et de toutes les particules étrangères inhalées au cours de la respiration, tout en 

empêchant, grâce à leur fonction immunomodulatrice liée à la signalisation du TGF-β, que ces 

agressions extérieures ne génèrent une inflammation chronique et délétère pour les poumons 

(Woo, Jeong, et Chung 2021). Une étude datant de 2014 suggère que ces deux fonctions sont 

assurées par deux sous populations de macrophages alvéolaires différentes identifiées par la 

détection de macrophages alvéolaires fluorescents in situ dans des poumons de souris. Ainsi, 

les macrophages alvéolaires non sessiles, c’est à dire mobiles, patrouillent comme des 

sentinelles dans les espaces alvéolaires et déclenchent une réaction pro-inflammatoire et 

microbicide suite à la détection de pathogènes. Les macrophages alvéolaires sessiles, c’est-à-

dire sédentaires, sont ancrés dans l’épithélium pulmonaire grâce à des jonctions Gap et 

régulent l’inflammation en secrétant des médiateurs anti-inflammatoires (Westphalen et al. 

2014).De façon intéressante, la dichotomie entre deux populations de macrophages 

alvéolaires, l’une pro-inflammatoire, l’autre immunorégulatrice a également été démontrée 

par Chakarov et al. (2019). En effet, les auteurs ont montré, en déplétant la population de 

macrophage Lyve1hiCD38low présente à l’état naïf dans les poumons, que cette dernière exerce 

une activité immunomodulatrice dans un modèle de fibrose pulmonaire, en limitant le 

recrutement des neutrophiles et l’expression de gènes pro-inflammatoires. Pisu et al. (2021) 

ont affiné cette caractérisation, dans le contexte de l’infection avec Mtb, grâce à une analyse 

multidimensionnelle alliant la cytométrie en flux et le scRNA-seq. Pour trier et purifier les sous 

populations de macrophages murins infectés in vivo, ils ont utilisé une souche de Mtb 

exprimant constitutivement la protéine fluorescente mCherry et la GFP (Green Fluorescence 

Protein) sous le contrôle du promoteur du gène hspx (Hspx’::GFP), lui-même activé par DosR, 

le principal activateur des gènes induisant la tolérance aux antibiotiques chez Mtb (Figure 10). 

Ils ont ainsi pu identifier in vivo les sous populations de macrophages en fonction de 

l’expression des marqueurs de différenciation en macrophages alvéolaires ou interstitiel, de 

différents gènes d’intérêt (notamment marqueurs de la polarisation M1 ou M2), de leur 

permissivité (le nombre de bactéries internalisées quantifiées grâce à l’intensité de mCherry 

et le stress subit par Mtb quantifié grâce à l’intensité de GFP). Quatre populations de 

macrophages alvéolaires ont ainsi été identifiées : i) les AM_1 qui sont composés de deux sous 

populations dont l’une déclenche une réponse pro-inflammatoire, exprime fortement la NO 

synthase, Nos2, et les gènes de la glycolyse suite à l’infection, alors que l’autre est associée à 
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des marqueurs de type M2 et une faible induction du régulon DosR chez Mtb, ii) les AM_2 qui 

représentent une population en transition entre un phénotype pro-inflammatoire et de 

résolution de l’inflammation, iii) les AM_3, une population anti-inflammatoire exprimant des 

gènes impliqués dans la polarisation M2 et dans le métabolisme des acides gras et iv) les AM_4

qui assurent le renouvellement des macrophages alvéolaires (Figure 10).

Figure 10. Les sous-populations de macrophages alvéolaires et de macrophages interstitiels identifiés in vivo chez la souris 
infectée avec Mtb. Grâce à une caractérisation en scRNA-seq de l’expression des gènes exprimés par les macrophages 
pulmonaires, Pisu et al. (2021) ont identifié 4 populations de macrophages alvéolaires et 4 populations de macrophages 
interstitiels dans les poumons. Ces populations sont discriminées par leur expression de Nos2, un gène codant pour une 
enzyme responsable de la synthèse de nitrite, par l’intensité de florescence générée pas une souche de Mtb exprimant la GFP 

de manière constitutive et par la réponse au stress déclenchée par Mtb et suivie pas l’expression d’un gène rapporteur, Hspx, 
situé dans le régulon DosR. Adapté de (Pisu et al. 2021)

A l’exception de la sous population pro-inflammatoire des AM_1, le métabolisme des 

macrophages alvéolaires dépend majoritairement de l’OXPHOS et de la β-oxydation des acides 

gras, et pour cette raison ils sont largement considérés comme ayant, à l’état basal, un profil 

anti-inflammatoire (Pisu et al. 2021). Très récemment, en mesurant l’activité glycolytique et 

la respiration mitochondriale des macrophages alvéolaires stimulés ou non avec du LPS,

Woods et al. (2020) ont montré que la dichotomie OXPHOS/glycolyse ne s’appliquait pas aux 

macrophages alvéolaires pour qualifier leur statut inflammatoire. En effet, cette étude a 

montré que, contrairement aux macrophages dérivés des monocytes de la moelle osseuse, 

l’inhibition de la glycolyse avec de l’oxamate n’inhibe pas la réponse pro-inflammatoire des 
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macrophages alvéolaires en réponse au LPS. La faible disponibilité du glucose dans les 

poumons, comparativement au sérum, pourrait expliquer que les macrophages alvéolaires 

aient développé la capacité de déclencher une réponse pro-inflammatoire indépendamment 

de la glycolyse (Baker et al. 2007; Lawless et al. 2017). En effet, la glycolyse ne pourrait pas 

satisfaire l’activité phagocytaire de ces cellules qui est très élevée et très énergivore. Aussi, le 

métabolisme des acides gras pourrait être également mis en place pour pallier le manque de 

glucose en utilisant les acides gras qui sont en forte concentration dans le surfactant qui 

tapisse les voies aériennes (Hashimoto et al. 2013).  

Du fait de la facilité de l’isolation des macrophages alvéolaires, leur rôle pro-inflammatoire 

est très documenté, et il semblerait que leur réponse pro-inflammatoire soit à la fois précoce 

et éphémère suite à une agression des poumons (pour revue (Kulikauskaite et Wack 2020)). 

Comme en témoigne l’étude de Pisu et al. (2021) chez la souris, une faible sous population 

pro-inflammatoire d’AM_1 semble transiter durant l’infection vers un profil intermédiaire de 

type M1 / M2 pour constituer la population AM_2 dont le phénotype est anti-inflammatoire. 

Ensuite, toujours chez la souris, la population de macrophages alvéolaires est dépassée par le 

recrutement massif de macrophages interstitiels. Suite à cette infiltration, l’inflammation est 

alors assurée principalement par les macrophages recrutés (Ghoneim, Thomas, et McCullers 

2013; Hashimoto et al. 2013; Janssen et al. 2011; Pisu et al. 2021) alors que les macrophages 

alvéolaires se démarquent par une réponse plus faible, même sous la stimulation des 

nombreux signaux pro-inflammatoires environnants (pour revue (Kulikauskaite et Wack 

2020)). Kulikauskaite et Wack (2020) suggèrent que le rôle principal des macrophages 

alvéolaires serait de déclencher le recrutement des cellules immunitaires dans les phases très 

précoces, et qu’ensuite les macrophages recrutés assureraient la réponse pro- ou anti-

inflammatoire appropriée pour enrayer les pathologies. En 2019, Schyns et al. ont montré, 

grâce à la technique du ScRNA-seq, que les macrophages interstitiels sont constitués d’au 

moins deux sous populations qui reflètent celles identifiées par Westphalen et al. (2014) : une 

sous-population CD206+ situé dans les bronches et une sous-population CD206- résidant dans 

les alvéoles, qui assurent respectivement un rôle pro-inflammatoire en sécrétant des 

chimiokines impliquées dans le recrutement de l’immunité adaptative Th1 (e.g., CXCL11, 

CXCL10, CXCL9) et un rôle immunosuppressif via la production d’IL-10 et du récepteur 

antagoniste de l’IL-1β, IL-1Rα. L’étude récente de Pisu et al. (2021) affine la caractérisation 
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des macrophages interstitiels en identifiant, au cours de l’infection avec Mtb quatre clusters 

différents (figure 10) : i) les IM_1 déjà présents dans les poumons sains à l’état basal et dont 

le phénotype est assez similaire à celui des AM_2, exprimant à la fois des gènes pro-

inflammatoires et des gènes de la résolution de l’inflammation, ii) les IM_2 qui phagocytent 

peu de bactéries et dont le phénotype est majoritairement anti-inflammatoire, iii) les IM_3 

qui sont pro-inflammatoires et iv) les IM_4 qui semblent être en transition entre les 

phénotypes IM_3 et IM_1. De façon intéressante, Ils ont confirmé que les sous-populations 

de macrophages IM_1, AM_1, 2 et 4 sont retrouvées chez l’homme dans les poumons de 

sujets humains sains (Pisu et al. 2021). Bien que la majorité des études récentes présentées 

dans ce chapitre aient montré, grâce à la technique ScRNA-seq que les macrophages 

alvéolaires et interstitiels murins sont constitués de sous populations répondant 

différemment aux agressions,  globalement, chez la souris, et à l’échelle de la population, les 

macrophages alvéolaires résidents sont prédestinés à suivre une polarisation de type M2 suite 

à l’infection avec Mtb alors que les macrophages interstitiels recrutés suivent une polarisation 

de type M1 ((Pisu et al. 2021; L. Huang et al. 2018)). Huang et al. (2018) ont observé que, 

contrairement aux macrophages interstitiels, à l’échelle de la population entière, les 

macrophages alvéolaires plus permissifs à l’infection que les macrophages interstitiels. En 

effet, la déplétion des macrophages alvéolaires permet un meilleur contrôle de l’infection (L. 

Huang et al. 2018). L’explication pourrait se trouver dans le fait que leur métabolisme, tourné 

vers l’OXPHOS et le métabolisme des acides gras, produit des métabolites détournés par Mtb 

pour assurer sa propre survie (Pisu et al. 2021; Segal et Bloch 1956). 

 

5.4.7 La polarisation des macrophages à l’intérieur des 

granulomes 

Chez l’Homme, au cours de l’infection, plusieurs types de granulomes coexistent dans les 

poumons. Ils sont à des stades d’activation immunitaire différents et possèdent des niveaux 

d’activité bactéricide différents (J. L. Flynn, Chan, et Lin 2011; M.-J. Kim et al. 2010; Stanton et 

al. 2003). La même observation a été faite chez les lapin et les primates non humains (Gideon 

et al. 2015; Lin et al. 2014; Mattila et al. 2013; Via et al. 2012). En 2015, une étude menée par 

Huang et al. a déterminé, par immunomarquage de CD68 (une protéine transmembranaire 

des lysosomes), CD206 et iNOS, sur des coupes de granulomes de patients tuberculeux et par 
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quantification de l’expression de CXCL10, CXCL11, CCR7, CCL17 et CCL18, que la polarisation 

de type M2 prédomine au sein des lésions granulomateuses tandis que dans les tissus situés 

au pourtour, on retrouve des marqueurs de type M1 et M2 en proportions équivalentes. En 

2016, Marakalala et al. ont analysé plus finement le profil inflammatoire des granulomes 

humains grâce à des micro dissections au laser, de la spectrométrie de masse, de la 

quantification protéique “label free” et de la microscopie confocale. Cette étude a montré que 

les différents types de granulomes ne diffèrent pas par leur composition protéique totale, 

mais que chaque granulome est subdivisés en zones dont les propriétés inflammatoires sont 

différentes (Marakalala et al., 2016). En effet, à l’intérieur d’un même granulome, il existe des 

compartiments spécifiques exprimant des protéines spécifiques : i) les caséums, ii) les cellules 

bordant les caséums et iii) les cavités en marge expriment des protéines pro-inflammatoires 

alors que les cellules en périphérie des granulomes ont une signature anti-inflammatoire 

(Figure 11). L’étude de Mattila et al. (2013) menée chez les primates non-humains arrive à la 

même conclusion en montrant, grâce à la détection de marqueurs de polarisation en 

immunohistochimie, que les macrophages de type M1 sont localisés à la bordure centrale des 

granulomes caséeux, alors que les macrophages de types M2 sont à la périphérie. Plusieurs 

études ont par ailleurs montré qu’un équilibre entre la production de cytokines pro- et anti-

inflammatoires était indispensable pour la formation du granulome (Flynn et Klein, 2016; 

Gideon et al., 2015; O’Garra et al., 2013). Ainsi, une inflammation insuffisante ou une 

inflammation exacerbée conduit, dans les deux cas de figure, à une dissémination de Mtb 

(Vyas et Goswami, 2017).  

L’influence de Mtb sur la polarisation des macrophages dans les granulomes humains est 

difficile à étudier dans le temps car les données obtenues à partir de résections pulmonaires 

de patients gravement malades et sous traitement ne sont pas représentatives de l’évolution 

naturelle de la maladie. In vivo, l’activation des macrophages alvéolaires murins par Mtb induit 

un recrutement massif de macrophages interstitiels (Srivastava, Ernst, et Desvignes 2014).  

Grâce à un modèle de granulome humain in vitro, Huang et al. (2015) ont montré que les 

macrophages de type M1 induisent la formation du granulome, puis dérivent vers une 

polarisation de type M2 au cours du temps. Une transition confirmée par l’identification des 

4 sous-populations de macrophages interstitiels par Pisu et al. (2021). Par ailleurs, plusieurs 

études avaient déjà montré une forte réponse pro-inflammatoire, suivie par un shift de la 
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polarisation vers un phénotype anti-inflammatoire sur des modèles plus simples d’infection

de macrophages in vitro et dans des modèles murins (Benoit, Desnues, et Mege 2008;

Hernández-Pando et al. 1996; Lugo-Villarino et al. 2013; Méndez-Samperio 2008).

Figure 11. Chez les primates non humains, les macrophages de types M2 se trouvent à la périphérie des granulomes 
alors que les macrophages de type M1 se situent au pourtour et dans les caséums. Coupes de granulomes tuberculeux de 

primates non humains marqués pour STAT1 (en vert) et STAT3 (en rose). STAT1 et STAT3 sont utilisés comme marqueurs 

de la polarisation de type M1 et M2, respectivement. D’après (Marino et al. 2015)

Les mécanismes moléculaires à l’origine de ce shift sont nombreux et très certainement

redondants. Cependant, la complexité de la réponse inflammatoire dont le niveau doit être

contrôlé afin d’éviter l’effet délétère d’une inflammation exacerbée, met en jeu l’expression

simultanée d’effecteurs pro- et anti-inflammatoires. Ceci complique d’avantage

l’interprétation des études et l’identification des mécanismes induits par les macrophages

pour prévenir les effets délétères d’une réponse exacerbée ou par Mtb pour assurer une

infection pérenne.

5.4.8 La polarisation de type M1 médiée par Mtb

La polarisation de type M1 est déclenchée au tout début de l’infection via la reconnaissance 

de Mtb par les macrophages. Les lipides de l’enveloppe de Mtb sont suffisants pour 

déclencher une réponse pro-inflammatoire. En effet, l’injection de TDM purifiés à des souris 

induit la formation de granulomes et produit une réponse inflammatoire similaire à celle 

induite par Mtb (Behling et al. 1993). 
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Plusieurs récepteurs exprimés à la surface du macrophage sont capables de déclencher la 

phagocytose de Mtb : CD206, CD14, les protéines du surfactant, le récepteur de lectine de 

type C (DC-SIGN alias CD209), Dectine-1. Suite à la phagocytose de Mtb, les macrophages sont 

soumis à deux types de signaux : i) des signaux pro-inflammatoires agissant en faveur de la 

protection contre Mtb et ii) des signaux anti-inflammatoires issus de la manipulation de la 

réponse des macrophages par Mtb. Cette réponse est complexe à étudier car les deux types 

de signaux s’opposent. Ainsi, la signalisation induite de façon très précoce par des récepteurs 

non impliqués dans la phagocytose, comme celle des TLR, est plus évidente à étudier (Queval, 

Brosch, et Simeone 2017).  

Le rôle des TLR est de moduler la réponse inflammatoire en réponse à la détection des 

pathogènes. Par exemple, l’activation de TLR2 ou TLR4 par Mtb induit une forte réponse pro-

inflammatoire traduite par l’induction de HIF-1α et la subséquente expression des gènes 

impliqués dans la glycolyse (Sánchez et al. 2010). L’engagement de TLR2 et 9 au cours de 

l’infection reste controversée dans les modèles murins. En effet, bien que les études de 

Carvalho et al. (2011) et Drennan et al. (2004) aient montré que des souris déficientes de TLR2 

et 9 succombent plus rapidement à l’infection, Hölscher et al. (2008) n’ont pas observé ce 

phénotype mais attribuent en revanche un rôle déterminant à MyD88, en aval de ces TLR. En 

effet, leur étude a montré que les souris déficientes pour Myd88 ne parviennent pas à induire 

une réponse pro-inflammatoire et protectrice contre Mtb. Chez l’homme, les TLR semblent 

jouer un rôle prédominant dans la réponse à Mtb, si bien que des polymorphismes associés 

aux TLR2, 4, 7, 8 et 9 sont impliqués dans la susceptibilité à la tuberculose dans des populations 

issues d’origines différentes (Arji et al. 2014; Bukhari et al. 2015; 2015; Dalgic et al. 2011; 

Graustein et al. 2015; Kobayashi et al. 2012; Lai et al. 2016; Torres-García et al. 2013; Velez et 

al. 2010; Wu et al. 2015; 2015; Zaki et al. 2012). 

5.4.9 Le shift de la polarisation vers le type M2 médiée par 

Mtb 

Dans les macrophages dérivés de monocytes humains primaires et dans un modèle in vitro 

de granulome humain, après l’activation classique déclenchée par l’infection, la polarisation 

des macrophages tend de plus en plus vers une activation alterne. C’est un changement 

progressif illustré par l’inhibition graduelle de l’expression des marqueurs de type M1 et 

l’induction croissante de l’expression des marqueurs M2 (Z. Huang et al. 2015). Des études 
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réalisées in vitro sur des macrophages non infectés, stimulés par des signaux de type Th1 

montrent que ce changement de polarisation s’opère naturellement grâce à des boucles de 

régulation négatives déclenchées par la polarisation de type M1 pour prévenir les effets 

délétères d’une réaction pro-inflammatoire exacerbée même hors du contexte infectieux. En 

effet, suite à l’activation du TLR4 par le LPS, la polarisation de type M1 induit l’expression de 

la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Ernst et al. 2019). Cette cytokine réprime fortement 

l’activation classique et favorise l’expression de médiateurs anti-inflammatoires (Fiorentino et 

al. 1991). Par ailleurs L’IL-10 réprime l’effet inhibiteur du NO sur la chaine de transport des 

électrons des mitochondries et provoque ainsi la répression de l’OXPHOS dans les 

macrophages de type M1 (Baseler et al. 2016). L’IL-10 est donc un allié de taille pour Mtb car 

elle avantage très clairement sa survie ; en plus de favoriser la polarisation alterne du 

macrophage au cours de l’infection (Schreiber et al. 2009), l’IL-10 empêche également la 

maturation du phagosome (O’Leary, O’Sullivan, et Keane 2011). L’IL-10 bloque l’apoptose en 

induisant l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl2 et en inhibant les facteurs pro-

apoptotiques p53, NO et TNF-α (Balcewicz-Sablinska, Gan, et Remold 1999; Patel et al. 2009). 

In vivo, l’IL-10 joue un rôle majeur dans l’inhibition de la réponse innée et cause un retard 

dans le recrutement de l’immunité adaptative (Cyktor et al. 2013). L’induction de l’IL-10 n’est 

pas le seul mécanisme d’autorégulation assuré par les macrophages de type M1. Un exemple 

est l’effet de la cytokine pro-inflammatoire IL-6. Synthétisée par les macrophages de type M1, 

elle peut à la fois exercer des effets pro- et anti-inflammatoires pour moduler l’inflammation 

(Scheller et al. 2011). L’effet anti-inflammatoire est médié par la voie classique suivant la 

reconnaissance par son récepteur membranaire IL-6R. L’effet pro-inflammatoire est généré 

par la voie « trans », une voie qui fait intervenir le récepteur soluble à l’IL-6 (Reeh et al. 2019).  

Ainsi, dès lors que les macrophages sont activés, ils sont continuellement soumis à des 

stimulations opposées de types M1 et M2, et leur phénotype dépend de la balance entre ces 

deux activations. Le déséquilibre en faveur d’un phénotype de type M2 atteint au cours de 

l’infection est peut-être la conséquence inévitable des boucles de régulations négatives des 

macrophages et des conditions environnementales dans les poumons connues pour favoriser 

l’activation alterne (Woo, Jeong, et Chung 2021). Cependant, des mécanismes encourageant 

la polarisation de type M2 sont également induits par Mtb dès le début de l’infection. Grâce 

à l’utilisation d’anticorps bloquant l’IL-6, dont l’expression est induite par l’infection avec Mtb, 
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Dutta et al. (2012) ont montré que cette cytokine interfère avec la réponse à l’IFN des 

macrophages et facilite l’infection en bloquant l’autophagie. Les lipides de l’enveloppe de Mtb 

agissent en faveur de sa virulence en atténuant la réponse protective des macrophages. En 

effet, la signalisation déclenchée par les macrophages suite à la reconnaissance des lipides 

purifiés de Mtb (i.e. des PIM, des TDM et des Man-LAM) par CD206 entraine une expression 

de cytokines anti-inflammatoires (Nigou et al. 2001) et l’inhibition de certaines cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF et d’IL-12 (Court et al. 2011). Plus précisément, la O-

mannosylation des Man-LAM permet d’induire une réponse TLR2 atténuée par rapport aux 

lipoarabinomannanes (non mannosylés) (Alonso et al. 2017). Les Man-LAM sont également, à 

eux seuls, capables d’induire l’activation de PPARγ, un facteur de transcription permettant 

l’expression de gènes impliqués dans la polarisation de type M2 et dans le métabolisme des 

acides gras (Rajaram et al. 2010). Rv3034c, une catalase produite par Mtb, et P19, une 

lipoprotéine de 19 kDa située dans l’enveloppe, sont également positivement impliquées dans 

l’expression de PPARγ (Ganguli et al. 2020; L. Liu et al. 2015). L’activation de PPARγ est une 

stratégie clé pour Mtb. Non seulement ce facteur joue un rôle crucial pour induire le 

phénotype M2 dans les macrophages, mais il est aussi impliqué dans l’accumulation de lipides 

à l’intérieur du cytosol (Varga, Czimmerer, et Nagy 2011; Chawla et al. 2001). De ce fait, PPARγ 

élément déterminant dans un autre type de différenciation induit par Mtb dans les 

macrophages est la différenciation en macrophages spumeux. 

 

5.4.10 Les macrophages spumeux 

Les macrophages spumeux sont des macrophages présentant à la fois des marqueurs de 

polarisation de type M1 et de type M2. Il se distinguent particulièrement par l’accumulation 

de corps lipidiques sous forme de gouttelettes dans leur cytosol, ce qui leur donne un aspect 

caractéristique en microscopie électronique (Stöger et al. 2012). La différenciation des 

macrophages en macrophages spumeux a lieu au cours de la formation du granulome et la 

nature majoritairement lipidique du caséum est imputée à la nécrose de ces macrophages. In 

vitro, l’infection avec Mtb permet, sans aucun autre facteur, d’induire ce phénotype dans les 

macrophages humains. Le stockage de corps gras est donc directement induit par Mtb et 

semble lié à sa virulence puisque la souche Mycobacterium smegmatis, non virulente pour 

l’homme, n’induit pas ce phénotype (Peyron et al. 2008). 
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La différenciation en macrophage spumeux n’est pourtant pas spécifique à la tuberculose 

et elle a pu être observée dans d’autres pathologies. La première pathologie dans laquelle les 

macrophages spumeux ont été décrits, en 1913 par Anitschkow, est l’athérosclérose 

(Steinberg 2013). Plus tard ils ont également été identifiés dans d’autres pathologies 

chroniques ou auto-immunes, e.g. la maladie de Niemann-Pick, le lupus, la polyarthrite 

rhumatoïde, la sclérose en plaque, dans certains cancers, et également dans le contexte 

d’autres maladies infectieuses causées par i) d’autres mycobactéries i.e. Mycobacterium bovis 

BCG, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Mycobacterium fortuitum, 

Mycobacterium marinum, ii) d’autres bactéries i.e. Salmonella typhimurium, Nocardia 

brasiliensis, Coxiella burnetii, Chlamydia pneumoniae, ii) un champignon i.e. Histoplasma 

capsulatum, et iv) des parasites i.e. Leishmania major, Toxoplasma gondii et Trypanosoma 

cruzi (pour revue (Guerrini et Gennaro 2019)). Ainsi, et pendant longtemps, l’athérosclérose a 

été utilisée comme modèle principal pour étudier le rôle des macrophages spumeux, dont la 

formation des gouttelettes de cholestérol peut être aisément induite in vitro par des LDL 

oxydés (Moore, Sheedy, et Fisher 2013). Notamment, l’analogie avec la toxicité d’une 

accumulation massive de cholestérol entrainant la nécrose des macrophages dans les lésions 

athérosclérotiques avait été utilisée pour expliquer la formation du caséum dans les 

granulomes tuberculeux (McClean et Tobin 2016; Tabas 2005). Récemment, Guerrini et al. ont 

montré, par chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse que les 

gouttelettes lipidiques des macrophages spumeux différenciés par l’infection avec Mtb sont 

très différentes car elles contiennent une majorité de triglycérides. En effet, dans ces 

macrophages spumeux infectés, l’inhibition de la synthèse des gouttelettes lipidiques a été 

observée par  le traitement d’un inhibiteur chimique de l’enzyme DGAT1 (A922500) qui 

contrôle la conversion des di en triglycérides (Guerrini et al. 2018). 

Cependant, les conséquences communes de cette différenciation aberrante en 

macrophages spumeux, dans toutes les pathologies décrites, sont : un effet délétère dû à une 

inflammation chronique, des dommages tissulaires et, dans le cas des pathologies 

infectieuses, la survie des pathogènes. Dans le contexte de la tuberculose, l’inflammation 

chronique et les dommages tissulaires sont médiés par la nécrose des macrophages spumeux 

lorsque les eicosanoïdes produits à partir des acides gras stockés dans les gouttelettes 

lipidiques sont déchargés dans l’espace extracellulaire (Guerrini et Gennaro 2019). Dans 
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certain cas, on observe une exacerbation de l’inflammation dans le granulome qui va mener 

à sa rupture et permettre la dissémination de Mtb dans les voies aériennes par la toux, et ainsi 

la propagation de la maladie (Russell, Barry, et Flynn 2010). 

 Toutefois, au cours de l’infection avec Mtb, l’activité des macrophages spumeux est plutôt 

anti-inflammatoire. Une étude basée sur l’inhibition, par ARN interférence, de l’expression 

des gènes codants pour PPARγ et TR4 (testicular nuclear receptor 4), deux facteurs nucléaires 

capables de détecter les lipides, a montré que la différenciation des macrophages spumeux 

dépend de ces facteurs. PPARγ et TR4 inhibent notamment la production des cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et TNF-α alors qu’ils induisent l’expression des marqueurs anti-

inflammatoires comme l’IL-10 et le CD206 (Mahajan et al. 2012). Par ailleurs, les macrophages 

qui se sont différenciés en macrophage spumeux après avoir été infectés perdent leur capacité 

à phagocyter d’autres bactéries. La population de Mtb contenue dans ces macrophages reste 

stable dans le temps. Cela suggère que la résidence dans ces macrophages suffit à induire 

l’état de persistance nécessaire à l’arrêt de la réplication de Mtb ; un état qui lui permet à la 

fois d’installer une infection chronique et d’échapper à l’effet de nombreux antituberculeux 

(P. Agarwal et al. 2020; Cáceres et al. 2009; Peyron et al. 2008). Notamment, les tests réalisés 

dans un modèle utilisant du caséum de lapin montrent une augmentation de la tolérance de 

Mtb aux composés antituberculeux comparativement à la sensibilité observée dans les 

modèles qui ne contiennent pas de caséum (Sarathy et al. 2018). L’induction de l’état de 

persistance est directement liée à l’utilisation par Mtb des triglycérides contenus dans les 

gouttelettes des macrophages spumeux en tant que source principale de carbone. Lorsque 

Mtb utilise ces acides gras, elle arrête son cycle réplicatif et modifie la composition de son 

enveloppe tout en devenant moins sensible aux antituberculeux (Daniel et al. 2011). De plus, 

des observations en microscopie électronique ont montré que le bacille se localise 

préférentiellement à proximité des gouttelettes lipidiques ou à l’intérieur de ces dernières. En 

effet, le métabolisme des acides gras est nécessaire à la survie et à la virulence de Mtb au sein 

de ces macrophages (Peyron et al. 2008). 

 L’induction de ce phénotype dans les macrophages est directement assuré par des acides 

mycoliques de l’enveloppe, en particulier les céto-mycolates, sans lesquels la différenciation 

en macrophages spumeux ne peut avoir lieu (Dkhar et al. 2014; Peyron et al. 2008). 
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En conclusion, la polarisation des macrophages est un processus complexe qui fait 

intervenir l’activation et l’inhibition simultanée d’une multitude de cascades de régulation. 

L'efficacité de la réponse inflammatoire médiée par les macrophages repose donc sur 

l'expression coordonnée et finement régulée au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel de différents facteurs. De nombreuses études ont démontré que les 

microARNs (miARN) jouent un rôle central dans la modulation de l'activation et de la 

polarisation des macrophages, de l'infiltration tissulaire et de la résolution de l'inflammation. 

En ce sens, la forte implication des miARN dans le contrôle de la polarisation des macrophages 

est traitée dans le chapitre suivant. 

6. Les microARNs 

La découverte du premier miARN et de sa fonction ont formellement été établies en 1993 

en montrant le rôle de répresseur transcriptionnel d’un petit ARN non codant de 

Caenorhabditis elegans, lin-4 (R. C. Lee, Feinbaum, et Ambros 1993). Les miARN sont des petits 

ARN non codants endogènes d’une longueur de 18 à 25 nucléotides agissant principalement 

comme des répresseurs post transcriptionnels de l’expression des gènes (Michlewski et 

Cáceres 2019). La découverte de miARN dans la plupart des espèces de métazoaires prouve 

que les miARN sont très conservés entre les espèces. La dernière version de miRbase (v22), la 

banque de donnée de référence concernant l’annotation de miARN, recense 2654 miARN 

humains (Kozomara, Birgaoanu, et Griffiths-Jones 2019). On estime qu’ils réguleraient un tiers 

des 20 000 gènes humains (Saliminejad et al. 2019) dont, bien entendu, des gènes impliqués 

dans la réponse des macrophages à l’infection avec Mtb (A. K. Singh et al. 2021). Le nombre 

croissant de miARN découverts au fil des ans a nécessité l’élaboration de règles de 

nomenclature. Ainsi parmi les métazoaires, les miARN sont identifiés par le terme « miR » suivi 

d’un numéro attribué selon l’ordre de découverte (e.g. miR-1 est le premier miARN à avoir été 

décrit). Si la précision est nécessaire, le nom du miARN est précédé de trois lettres permettant 

d’identifier l’espèce e.g. hsa pour l’Homme, mmu pour la souris (Budak et al. 2016). Une autre 

subtilité de la nomenclature sera développée dans un des chapitres ci-dessous. 

6.1  Transcription des microARN  

La biogénèse des miARN est initiée dans le noyau cellulaire, sous la forme d’un miARN 

primaire (pri-miR) qui subit une série d’étapes de maturation pour produire les miARN 
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matures (figure 12) (Tanzer et Stadler, 2006). La transcription de la plupart des miARN est 

assurée, tout comme celle des ARNm, par l’ARN Polymérase II (Pol II) (Saliminejad et al. 2019)

(figure 12a). L’ARN Polymérase III (Pol III) transcrit aussi certains miARN, majoritairement ceux 

situés dans des régions riches en séquences Alu répétées (Borchert, Lanier, et Davidson 2006).

Les séquences des miARN peuvent être situées soit dans les introns de la même unité 

transcriptionnelle codant pour une protéine, et sont donc sous contrôle du promoteur de 

cette dernière (Ha et Kim 2014), soit, plus majoritairement, dans les exons de séquences non 

codantes (V. N. Kim, Han, et Siomi 2009).

Figure 12. Biogénèse et maturation des miARN. La transcription des miARN est réalisée par Poll II et génère un transcrit

d’une centaine à un millier de paires de bases, le pri-miR, replié en un structure tige boucle. La maturation du pri-miR en un 

pré-miR de de 60 à 70 paires de bases est assurée par le microprocesseur Drosha/DGCR8 qui clive les régions simples brins de 

part et d’autre de la structure en tige boucle. Le pré-miR est ensuite exporté dans le cytoplasme par le complexe Exportine5 et 

RanGTP. Dans le cytoplasme, la maturation du pré-miR se poursuit grâce à Dicer, une endonucléase qui clive le pré-miR et 

génère une structure double brin formées des deux séquences complémentaire 5’et 3’ des futures miARN matures. Cette 

structure est chargée dans le complexe RISC formé avec les protéines AGO1 à 4. La protéine AGO2 sépare les deux miARN 

matures et selon leurs propriétés thermodynamiques, le miARN le moins stable sera déchargé du RISC. Le miRNA mature qui 

est conservé dans le complexe est alors apte à reconnaitre et réguler les ARNm qu’il cible. Adapté de Chautard et al. (2020).

Lorsque plusieurs séquences de miARN sont localisées dans une même unité 

transcriptionnelle, on parle alors de cluster de miARN (Tanzer et Stadler, 2006). Ces miARN
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présentent souvent des séquences paralogues, provenant de la duplication d’une même 

séquence ancestrale (Tanzer et Stadler 2006). Les clusters de miARN sont souvent transcrits 

simultanément, mais des régulations post-transcriptionnelles peuvent être à l’origine de 

différences d’expression de manière individuelle (Ha et Kim, 2014). Le pri-miR transcrit se 

replie en une structure tige-boucle (Figure 12a) qui comporte une ou plusieurs régions en 

épingle à cheveux, une « coiffe » en 5’ (7-méthyguanosine triphosphate (m7G)) et une queue 

de poly-Adénine ou poly(A) à son extrémité 3’ (Finnegan et Pasquinelli, 2013; Kim et al., 2017). 

Sa taille oscille entre quelques centaines, voire quelques milliers de nucléotides (Y. Lee et al. 

2003; Ruby, Jan, et Bartel 2007). 

6.2  La maturation des miARN 

Dans le noyau, le précurseur de miARN (pré-miARN) est généré par le complexe « 

microprocesseur « Drosha/DGCR8 » après clivage des régions simples brin de part et d’autre 

de la tige-boucle (Figure 12b). Ce complexe est composé de la protéine de liaison à l’ARN RBP 

(RNA Binding Protein), de la protéine DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) et de la 

ribonucléase Drosha (Michlewski et Cáceres 2019). La protéine DGCR8 est essentielle dans le 

processus de clivage par Drosha. Pour la détermination du site de clivage, la protéine DGCR8 

mesure la distance entre les fragments simples brins et ceux doubles brins, et facilite ainsi 

l’accès du site de clivage de Drosha. Les pri-miARN correspondant à une partie de l’intron, 

appelés aussi « mirtrons », l’étape catalysée par l’enzyme Drosha permettant de générer le 

pré-miARN, se déroule au même moment que l’épissage (Morlando et al., 2008). 

 Le pre-miARN, d’environ 60 à 70 nucléotides (Y. Lee et al. 2003; Ruby, Jan, et Bartel 2007), 

est ensuite exporté du noyau vers le cytoplasme par un autre complexe formé de l’exportine 

5 (EXP5, codé par le gène XPO5) et du cofacteur nucléaire Ran-GTP (RAS-related Nuclear 

protein – Guanosine TriPhosphate) (Y.-K. Kim, Kim, et Kim 2016) (figure 12c). Soixante-quinze 

pourcent des pré-miARN sont exportés par le complexe EXP5 / RanGTP, les autres empruntent 

des voies alternatives à ce jour moins bien caractérisées (Y.-K. Kim, Kim, et Kim 2016). Dans le 

cytoplasme, la RNAse III et endonucléase Dicer clive la boucle du pré-miARN, conduisant à la 

formation d’une structure double brin formée des deux futurs miARN matures, l’un sur le bras 

5p et l’autre sur le bras 3p de la structure (Figure 12d). Certains miARN ne dépendent pas de 

Drosha et / ou de Dicer pour effectuer leur maturation. Notamment, les miARN dont les 
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mirtrons ne codent pas pour des pri- et pré-miR comprenant des structures en épingle à 

cheveux, à la base desquelles, les régions simple brins sont indispensables à la reconnaissance 

par Drosha. Cette maturation alternative concerne moins de miARN et ne sera pas décrite 

dans ce manuscrit (O’Brien et al. 2018). La structure double brin clivée par Dicer (miR::miR), 

mesurant entre 19 et 22 nucléotides, est ensuite recrutée par le complexe RISC (RNA-Induced 

Silencing Complex), formé conjointement des protéines de la famille Argonaute (AGO 1 à 4). 

Ce complexe RISC permet le passage d’un miARN double brin à un miARN simple brin (brin 5’ 

ou 3’)  (O’Brien et al. 2018). Selon les propriétés thermodynamiques des deux brins, l’un des 

deux brin, le brin passager, se désolidarise du complexe (Medley, Panzade, et Zinovyeva 2021) 

(Figure 11e) et l’autre miARN mature, toujours intégré dans le complexe RISC, va effectuer 

son rôle de régulateur (O’Brien et al. 2018) (figure 12f). Auparavant, le brin passager était 

considéré comme systématiquement dégradé et identifié par un astérisque (e.g. miR-144*) 

pour le différencier du miARN mature fonctionnel. Cependant, il est à ce jour admis que les 

brins passagers ne sont pas forcément détruits et beaucoup assurent leur fonction en tant que 

miARN matures. La nomenclature a alors évolué et l’astérisque a été abandonné au profit 

d’une nomenclature plus inclusive nommant les miARN selon leur localisation sur bras 5p ou 

3p des pri- et pre-miARN (Budak et al. 2016). 

6.3  La régulation exercée par les miARN 

Les miARN matures chargés dans le complexe RISC régulent l’expression des gènes 

cibles grâce à une complémentarité avec leur site de liaison et principalement la région 3’-UTR 

de l’ARNm (région 3’ non traduite) (O’Brien et al., 2018) (Figure 12e). Ils sont capables, mais 

plus rarement, de cibler les régions 5’-UTR et codante des ARNm (O’Brien et al., 2018). 

La reconnaissance d’un miARN sur son ARNm cible s’exerce grâce à la complémentarité 

de sa séquence « seed », une séquence de 7 nucléotides en moyenne, située en 5’, avec celle 

de l’élément de réponse aux miARN (MRE) située sur l’ARNm (O’Brien et al., 2018). Les MRE 

sont majoritairement situés en 3’-UTR (région 3’ non traduite) des ARNm cibles ; plus rares 

sont ceux localisés en 5’-UTR ou dans la séquence codante. La liaison du miARN sur l’ARNm 

est accompagnée d’une hybridation complète ou partielle du miARN sur sa cible. Lorsque 

l’hybridation est complète, AGO2 clive l’ARNm, ce qui conduit à sa dégradation (Jo et al., 2015) 

(Figure 12e). Toutefois, la reconnaissance de MRE et l’hybridation du miARN tolère des 
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mésappariements. Dans le cas d’une hybridation partielle, l’ARNm n’est pas dégradé, mais sa 

traduction est inhibée par le recrutement de protéines qui interfèrent dans l’interaction avec 

la protéine qui se fixe à la queue poly(A) des ARNm (O’Brien et al., 2018) (Figure 12e). Dans le 

cas d’une hybridation partielle, la durée de vie de l’ARNm peut également être réduite par 

élimination de sa coiffe en 5’ (O’Brien et al., 2018). 

Bien que ces fonctions soient plus rares, certains miARN sont impliqués dans la 

régulation de la transcription (Salmanidis et al. 2014), et d’autres seraient activateurs de la 

traduction de leur ARNm cible (Broughton et al. 2016; Ha et Kim 2014; Vasudevan 2012). 

6.4  Le réseau de complémentarité seed / MRE 

Les miARN inhibent 5 à 30% de l’expression protéique de leurs cibles (Baek et al. 2008; 

Loeb et al. 2012). Les MRE ciblés peuvent être présents sur plusieurs ARNm différents (le plus 

souvent ayant des fonctions similaires (Hammond 2015)), et les miARN joueraient un rôle de 

rhéostat moléculaire, permettant d’éviter de trop fortes variations du nombre de protéines 

traduites à partir de leurs ARNm cibles (Hammond 2015). Les miARN dont les seeds sont 

quasiment identiques forment ce que l’on appelle une famille et ciblent les mêmes MRE 

(Hammond 2015). De même, des miARN n’appartenant pas à la même famille peuvent 

également contrôler le même ARNm en s’y fixant par le biais de MRE différents. La complexité 

de ce réseau de régulation implique que la surexpression d’un miARN n’induit pas 

systématiquement la sous expression d’une cible donnée. En effet, en fonction de la co-

expression de ses autres cibles, le miARN peut être titré par son hybridation sur plusieurs MRE 

à la fois (Franco-Zorrilla et al. 2007; Salmena et al. 2011).  

Afin de prédire les ARNm ciblés par les miARN, de nombreux outils de prédiction ont 

été développés. Les outils les plus intuitifs, tels que le programme TargetScan, détectent, par 

homologie de séquences, les MRE conservés entre les espèces sur les ARNm, puis vérifient 

leur complémentarité avec les seeds des miARN (V. Agarwal et al. 2015). Il existe également 

des outils s’appuyant sur d’autres méthodes. Notamment, RNAhybrid calcule l’énergie de 

liaison nécessaire pour l’hybridation entre un miARN et un ARNm donné ; plus l’énergie est 

faible, plus leur interaction est probable (Krüger et Rehmsmeier 2006). Malheureusement, ces 

outils ne permettent pas de prendre en compte la structure secondaire des ARN ni 

l’intervention d’autres protéines telles que les RBP dans l’interaction miARN / ARNm. Il est 
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donc obligatoire de confirmer expérimentalement l’hybridation d’un miARN sur sa cible. La 

méthode la plus utilisé in vitro est celle de l’utilisation d’une séquence d’ARNm constitué de 

la séquence codant pour la luciférase et comprenant le MRE répondant à un miARN d’intérêt 

dans sa région 3’UTR. La luciférase est une protéine qui émet naturellement de la 

luminescence lorsqu’elle est exprimée. Ainsi, dans le cas où le seed du miARN à tester 

reconnait le MRE, la traduction de la luciférase est inhibée et la diminution de la luminescence 

peut être mesurée (Jin et al. 2013; Moyle et al. 2017). D’autres méthodes existent pour valider 

l’interaction miARN / ARNm. Par exemple la méthode de « cross-link covalent » suivi 

d’immunoprécipitation (CLIP) permet de lier de façon covalente les protéines du complexe 

RISC, en général AGO2, à celles du miARN et de l’ARNm cible. Pour identifier les miARN et 

ARNm mis en jeu, le CLIP est suivi d’un séquençage d’ARN à haut débit (CLIP-Seq) (Bottini et 

al. 2018).  

De par la diversité des gènes qu’ils régulent, les miARN sont impliqués dans 

énormément de processus biologiques, dont la polarisation des macrophages (Curtale, 

Rubino, et Locati 2019; G. Fu et al. 2013). Le dérèglement de leur expression est associé à des 

pathologies et les miARN peuvent de ce fait très utilisés en tant que biomarqueurs de ces 

pathologies (Tüfekci et al. 2014) car ils sont de surcroit très stables et relativement résistants 

aux dégradations par les RNases (Glinge et al. 2017). Leurs fonctions inhibitrices sont 

également étudiées dans le but d’utiliser les miARN à des fins thérapeutiques (Hanna, Hossain, 

et Kocerha 2019; S. Zhang et al. 2021).  

6.5  Utilisation des miARN à des fins thérapeutiques 

Deux méthodes d’utilisation thérapeutique des miARN sont envisageables. La 

première est de mimer artificiellement la surexpression d’un miARN qui est sous exprimé dans 

un contexte pathologique afin de rétablir son niveau d’expression normal. Cette méthode est 

réalisable grâce à l‘utilisation d’oligonucléotides composés d’une séquence identique au 

miARN (miR-mimic) mature que l’on souhaite surexprimer. La seconde repose sur l’inhibition 

d’un miARN qui est surexprimé en condition pathologique. Cette méthode requiert, cette fois-

ci, l’utilisation d’un oligonucléotide antisens, complémentaire au miARN d’intérêt, auquel il va 

donc s’hybrider pour inhiber la fixation du miARN à son ARNm cible (Yong Fu, Chen, et Huang 
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2019). De nombreuses modifications chimiques de ces oligonucléotides artificiels sont 

utilisées pour améliorer leur stabilité (pour revue (Yong Fu, Chen, et Huang 2019)).   

C’est très récemment, en 2018 et en 2019, que patisiran et givorisan, ont été 

respectivement les tout premiers traitements contenant un petit ARN (200 nucléotides) 

antisens approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) pour leur utilisation 

thérapeutique. Bien qu’aucun miARN n’ait encore obtenu d’approbation de mise sur le 

marché, certaines compagnies, notamment Santaris Pharma, Miragen, Synlogic et Regulus 

Therapeutics, ont breveté des miARN et une dizaine d’entre-deux sont actuellement en phase 

de test clinique (Hanna, Hossain, et Kocerha 2019; S. Zhang et al. 2021). Miravirsen, le premier 

miARN à être entré en phase clinique en 2013 est actuellement en phase 2, et tous les autres 

sont en développement préclinique ou en phase 1. 

A ce jour, aucun miARN « médicament » n’est en phase clinique pour une utilisation 

contre la tuberculose. Cependant, la recherche pour des thérapie basées sur les petits ARN et 

les miARN afin de traiter d’autres pathologies montre le potentiel de l’utilisation des miARN 

en tant que médicaments (Yong Fu, Chen, et Huang 2019), et certains miARN impliqués dans 

la tuberculose pourraient s’avérer intéressants dans la lutte contre la maladie (pour revue 

(Sabir et al., 2018)). 

6.6  Implication des miARN en tuberculose 

Les miARN ont majoritairement été étudiés pour leur utilisation en tant que 

biomarqueurs de la maladie. Grâce à leur petite taille, les miARN sont stables et relativement 

résistants contre l’action des RNAses (Gupta, Bang, et Thum 2010). Il a de plus été montré que 

les miARN du plasma et sérum résistent à plusieurs cycles de congélation/décongélation, et 

sont stables pendant 24 h à température ambiante (Mitchell et al. 2008). 

Des études réalisées sur du sérum de patients tuberculeux ont révélé que Mtb modifie 

le profil d’expression de nombreux miARN. Les études fonctionnelles permettant de 

déterminer le contrôle des miARN sur la réponse de la cellule hôte infectée sont plus rares et 

l’étendue de leur fonction dans le contexte de la maladie reste encore largement à explorer. 

Dans les chapitres suivants, ne seront présentés que les miARN pour lesquels un rôle 

fonctionnel a été identifié au cours de l’infection avec Mtb. 
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6.6.1 Les miARN impliqués dans l’apoptose et l’autophagie 

La phagocytose et l’autophagie sont deux mécanismes efficaces dans l’élimination de Mtb. 

Ainsi les stratégies développées par Mtb pour contourner ces défenses impliquent également 

la modulation de la transcription des miARN de l’hôte (Flores-Valdez, Segura-Cerda, et Gaona-

Bernal 2018; J. Lee, Hartman, et Kornfeld 2009).  

En accord avec son rôle anti-inflammatoire permissif à l’infection, miR-223 inhibe 

l’apoptose en ciblant l’ARNm codant pour FOXO3 (Xi et al. 2015, 3). MiR-889 inhibe l’apoptose 

par son interaction avec TWEAK (TNF weakly inducer of apoptosis) (D.-Y. Chen et al. 2020).  

En utilisant la lignée monocytaire THP-1 infectée par Mtb, Tripathi et al. ont montré que 

l’inhibition de l’apoptose est médiée par l’axe miR-let-7b et son gène cible FAS, facilitant ainsi 

la survie de Mtb (Tripathi, Srivastava, et Singh 2018). De plus, l’expression de miR-let-7b est 

par ailleurs utilisée comme un biomarqueur fiable de l’infection (Henan et al. 2016).  

L’expression de miR-30a est induite chez les patients TB et dans les THP-1 infectés avec 

Mtb. MiR-30a s’hybride à la région 3’-UTR de l’ARNm codant pour la Bécline-1, une protéine 

dont le rôle est clé dans la formation de l’autophagosome. La surexpression de miR-30a inhibe 

donc l’autophagie (Z. Chen et al. 2015). 

La surexpression de miR-17-5p inhibe l’expression des gènes Mcl-1 et Stat3 dans les 

macrophages murins (R. Kumar et al. 2016). La protéine de différenciation des cellules de 

leucémie myéloïde induite, Mcl-1, régule négativement Bécline-1. De ce fait, miR-17-5p 

réprime l’action inhibitrice de Mcl-1 sur Bécline-1 et promeut à la fois l’autophagie et 

l’apoptose. Mtb entraine l’inhibition de miR-17-5p dans les RAW264,7 et les macrophages 

murins primaires, ce qui faciliterait sa survie (R. Kumar et al. 2016).  

MiR-144-3p et miR-144-5p répriment tous deux l’autophagie en régulant des cibles 

différentes (Guo et al. 2017; J. K. Kim et al. 2016, 2; Lv et al. 2016). En plus d’être surexprimé 

dans le sérum des patients, miR-144-5p l’est également dans leurs poumons et dans les 

nodules lymphatiques. Dans les monocytes primaires humains, il a été montré que ce miARN 

inhibe l’autophagie en interagissant directement avec l’ARNm de l’activateur autophagique 

DRAM2 (DNA Damage Regulated Autophagy Modulator 2), (J. K. Kim et al. 2016). MiR-144-3p 

réprime aussi ce processus, cette fois en ciblant le gène de la protéase ATG4A (Autophagy 

Related 4A Cysteine Peptidase) qui est nécessaire à l’autophagie (Guo et al. 2017). Bien qu’il 
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soit surexprimé dans le sérum et les crachats de patients (Lv et al. 2016), miR-144-3p est sous 

exprimé dans les macrophages primaires humains (Guo et al. 2017). Dans ces cellules, il cible 

directement l’expression de le kinase MAP3K8 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 

Kinase 8) qui participe à la réponse pro-inflammatoire en induisant la voie de signalisation 

ERK, via la phosphorylation de ERK1/2. Ainsi la levée des inhibitions d’ATG4A et de MAP3K8 

subséquente à la sous expression de miR-144-3p entraine l’induction de l’autophagie et la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, IL-1β et IL-6 (Guo et al. 2017).   

MiR-33-3p et miR-33-5p sont deux miARN surexprimés au cours de l’infection dans les 

macrophages péritonéaux murins et dans les cellules de la lignée humaine monocytaire THP-

1 différenciée en macrophages (Ouimet et al. 2016). Ces deux miARN ciblent directement la 

région 3’-UTR de gènes codant pour des protéines impliquées dans l’autophagie i.e. : ATG12, 

ATG5, LC3B, et permet l’activation de FOXO3 et TFEB, deux facteurs de transcription 

positivement impliqués dans la régulation de l’autophagie (Ouimet et al. 2016). 

MiR-1958 inhibe également l’autophagie en ciblant le gène Atg5 dans les RAW264.7 (Ding 

et al. 2019). Dans les RAW264.7 également, miR-129-3p a été identifié comme inhibiteur de 

l’autophagie, cette fois par une régulation directe d’ATG4b (Qu et al. 2019).  

MiR-125a-3p cible l’ARNm codant pour la protéine associée à la résistance aux rayons UV 

(UVRAG) (J. K. Kim et al. 2015). UVRAG s’associe à la Bécline-1 et à la kinase associée à la 

Bécline-1, PIK3C3/Vps34, pour former un complexe impliqué dans la formation de 

l’autophagosome (Song, Quach, et Liang 2020). Ainsi, dans les macrophages infectés avec 

Mtb, la surexpression de miR-125a-3p inhibe l’autophagie et la maturation du phagosome (J. 

K. Kim et al. 2015).  

MiR-27a a été décrit à la fois comme surexprimé ou réprimé dans les macrophages humains 

primaires (Brace et al. 2017; Furci et al. 2013; Ni et al. 2014) et surexprimé dans le sérum des 

patients tuberculeux (Feng Liu et al. 2018). Durant l’infection avec Mtb, miR-27a réprime 

l’autophagie par inhibition directe de l’expression de CACNA2D3, un transporteur de Ca²+ situé 

dans le réticulum endoplasmique. De plus, l’inhibition de miR-27a dans les souris infectées 

favorise la survie de Mtb (Feng Liu et al. 2018).  

De façon intéressante, les miARN impliqués dans l’induction de l’activation alternative des 

macrophages sont souvent également impliqués dans l’inhibition de l’apoptose et 
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l’autophagie. 

6.6.2 Les miARN impliqués dans la réponse anti-inflammatoire 

au cours de l’infection 

L’implication des miARN dans la régulation de la polarisation des macrophages et de la 

réponse inflammatoire induite par les pathogènes, notamment Mtb, est très documentée 

(pour revues (Alipoor et al., 2020; Behrouzi et al., 2019; Kim et al., 2017; Rajaram Ruiz-Tagle 

et al.; Sabir et al., 2018; Singh et al., 2021; Wei and Schober, 2016)). Parmi les miARN qui 

favorisent l’activation alterne des macrophages, miR-132-3p, miR-20b, miR-26a, miR-let7, 

miR-223, miR-30a et miR-144-3p sont régulés au cours de l’infection avec Mtb (M. Kumar et 

al. 2015; Fen Liu et al. 2015b; Lou et al. 2017; Tripathi, Srivastava, et Singh 2018; Zhuang 

Guoqing et al. 2012) et sont surexprimés dans le sérum des patients tuberculeux par rapport 

aux individus sains (Z. Chen et al. 2015; Henan et al. 2016; J. K. Kim et al. 2016; H.-Y. Liu 2016; 

Xi et al. 2015; X. Zhang et al. 2013; M.-L. Zheng, Zhou, et Luo 2016).  

Ni et al., (2014) ont démontré que l’induction de l’expression conjointe de miR-132-3p et 

de miR-26a par l’infection de macrophages primaires humains avec Mtb régule négativement 

l’inflammation en réprimant l’expression du co-activateur de transcription EP300, intervenant 

dans la cascade de signalisation de l’IFN-γ. Chez les patients tuberculeux, Qi et al., (2012) ont 

observé que miR-26a est surexprimé dans le sérum. Néanmoins, Kleinsteuber et al. (2013) ont 

observé que miR-26a est sous exprimé dans cellules myéloïdes circulantes des patients 

tuberculeux. Les mêmes auteurs ont montré que l’inhibition de miR-26a entraine la 

surexpression d’un autre de ses gènes cibles, KLF4 (Kruppel-like factor 4), un facteur de 

transcription nécessaire à l’activation alterne.  

L’effet anti-inflammatoire de miR-20b est médié par l’inhibition de la voie Nlrp3 (NOD-like 

receptor family, pyrin domain containing 3) /caspase-1/Il-1β par interaction directe avec Nlrp3 

chez les souris infectées (Lou et al. 2017). Nlrp3 est une protéine activatrice de 

l'inflammasome (Swanson, Deng, et Ting 2019). Au cours de l’infection, la répression de 

l’inflammasome, permise par la surexpression de miR-20b, est accompagnée d’une régulation 

à la hausse des marqueurs de polarisation de type M2 (Lou et al. 2017).  

MiR-223 est surexprimé dans le sang des patients tuberculeux et cette surexpression est 

également observée dans les macrophages primaires humains infectés (Dorhoi et al., 2013; 
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Liu et al., 2015; Wang et al., 2011). Dans les modèles murins de tuberculose, miR-223 cible les 

gènes Cxcl2, Ccl3 et Il6 et inhibe donc le recrutement des autres cellules immunitaires, et plus 

généralement la réponse pro-inflammatoire. De plus, les souris déficientes pour miR-223 

meurent rapidement des dommages causés par une inflammation exacerbée dans les 

poumons suite à l’inoculation de Mtb, ce qui démontre l’importance de maintenir des signaux 

de type M2 dès le début de l’infection (Y. Liu et al. 2015).  

MiR-let-7f est également impliqué dans la régulation de cytokines pro-inflammatoires, mais 

cette fois avec une action positive médiée par l’inhibition directe de l’ARNm du gène A20, un 

inhibiteur de la voie NF-κB dans le macrophages RAW264.7 infectés par Mtb (M. Kumar et al. 

2015). La survie de Mtb est atténuée dans les macrophages déficients pour A20, et la 

production de médiateurs de l’immunité contre Mtb (TNF, IL-1β, et NO) est inhibée (M. Kumar 

et al. 2015).  

MiR-32-5p et miR-1178 sont induits par l’infection avec Mtb dans les lignées monocytaires 

humaines THP-1 et U937. Ils ciblent respectivement l’ARNm du gène TLR4 (Shi et al., 2018) et 

du gène FSTL-1 (Follistatin-like protein 1) (Zhang et al., 2017) codant pour une cytokine 

impliquée dans la polarisation de type M1 (G. Li et al. 2020). Indirectement, par le biais de 

TLR4 et FSTL-1, la surexpression de miR-32-5p régule négativement l’expression de cytokines 

pro-inflammatoires i.e. IL-1β, IL-6 et TNF-α ou IFN-γ, et celle de miR-1178 favorise la survie de 

Mtb (G. Shi et al. 2018; Z.-M. Zhang et al. 2017, 1).  

MiR-33-3p et miR-33-5p joueraient un rôle dans la différenciation des macrophages 

spumeux. En effet, une étude de Ouimet et al. a montré en 2016 que les macrophages issus 

de la moelle osseuse de souris déficientes pour le locus de miR-33 stockent beaucoup moins 

de gouttelettes lipidiques que les macrophages des souris sauvages. 

Afin de maintenir un niveau d’inflammation suffisant pour conserver un effet bactéricide, 

tout en limitant ses effets délétères sur les tissus, la réponse inflammatoire doit être très 

finement régulée. Comme il a été décrit plus tôt dans ce manuscrit, des boucles de régulation 

négative sont mises en place dans les macrophages de type M1 pour éviter une exacerbation 

de l’inflammation. La régulation exercée par les miARN n’est donc pas épargnée par la 

nécessité de protéger l’hôte d’une inflammation disproportionnée. En ce sens, miR-155, miR-

125a et miR-146a, identifiés comme ayant une influence au cours de l’infection, possèdent la 

double fonction d’activer à la fois la réponse de type M1 et celle de type M2. 



 

66 
 

Les deux miARN les plus étudiés pour leurs effets opposés sur la polarisation des 

macrophages au cours de l’infection par Mtb sont miR-125b et miR-155. MiR-125b inhibe 

l’expression d’IRF4 dans les macrophages, et sa surexpression potentialise l’activation des 

macrophages en réponse à l’IFN-γ, favorisant la polarisation de type M1 (Chaudhuri et al. 

2011). L’expression de miR-125b est augmentée dans le sérum de patients tuberculeux 

(Yurong Fu et al. 2011) et dans les macrophages humains primaires infectés (Brace et al. 2017). 

Un rôle concomitant de miR-125b et miR-155 a été observé par Rajaram et al. (2011) dans les 

macrophages humains primaires infectés avec Mtb. En effet, l’exposition des macrophages à 

des Lipomannanes de Mtb entraine la surexpression de miR-125b alors que miR-155 est au 

contraire sous exprimé. Cette double régulation a pour conséquence de diminuer la 

production de TNF-α. Il semblerait donc que l’effet pro-inflammatoire de miR-125b, décrit 

hors contexte infectieux, soit détourné par Mtb et potentiellement par des voies régulées par 

la sous expression de miR-155 dans ces conditions. Il est possible que cet effet soit également 

médié par la seule sous expression de miR-155. Toutefois, l’action de miR-155 est très discutée 

au cours de l’infection, et ses propriétés pro-inflammatoires sont très documentées (pour 

revue : Mahesh and Biswas, 2019)). En effet, non seulement l’expression de miR-155 est plus 

élevée dans les macrophages de type M1 par rapport aux macrophages de types M2 (Yingying 

Zhang et al. 2013), mais elle est également positivement liée à celle des marqueurs de type 

M1 e.g. le TNF-α et la chimiokine CXCL9 (Graff et al. 2012). De plus chez la souris, miR-155 

réprime l’expression du gène Mafb, un facteur de transcription favorisant la polarisation de 

type M2 (Hartman et.al., 2017), et cible directement le récepteur du M-CSF, ce qui renforce 

son effet inhibiteur de la polarisation de type M2 (Riepsaame et al. 2013). En cohérence avec 

ses propriétés pro-inflammatoires, Iwai et al. ont montré un effet protecteur in vivo de miR-

155 contre l’infection Mtb, dans un modèle de souris déficientes pour ce miARN. Les souris 

déficientes pour miR-155 meurent plus vite que les souris sauvages (Iwai et al. 2015). 

Néanmoins, Rothchild et al. ont montré que les souris déficientes pour miR-155 arrivent mieux 

à contenir l’infection dans les étapes précoces, durant lesquelles miR-155 aurait un effet anti-

inflammatoire. Ainsi miR-155 possède un rôle ambivalent chez la souris, désavantageux dans 

les phases précoces de la maladie, puis protecteur dans les phases tardives. L’effet protecteur 

in vivo dans les phases tardives de l’infection ne serait pas lié à la réponse des macrophages 

mais plutôt à une induction de la survie des lymphocytes T (Rothchild et al. 2016). L’effet 

délétère dans les phases précoces de miR-155 pourrait être lié à ses propriétés anti-
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inflammatoires dans les macrophages. MiR-155 cible directement le gène d’ATG3 codant pour 

une protéine essentielle à la formation de l’autophagosome et sa la fusion avec le lysosome 

(Etna et al. 2018). Il inhibe également la production de NO en s’hybridant au MRE de l’ARNm 

codant pour C/EBPβ (CAAT/enhancer binding protein β), un activateur de NOS2 (Qin et al. 

2016). MiR-155 cible Bach1 (BTB and CNC homology 1), un facteur qui inhibe l’hème 

oxygénase-1 et augmente par conséquent la production de monoxyde de carbone, un 

activateur des gènes impliqués dans le ralentissement du métabolisme de Mtb (Shiloh, 

Manzanillo, et Cox 2008). MiR-155 réprime également l’expression de SHIP1 (Src homology 

2-containing inositol-5'-phosphatase 1) qui induit l’activation subséquente de la sérine 

thréonine kinase AKT nécessaire à l’activation alternative (Kumar et al., 2012). L’effet de miR-

155 reste donc encore à élucider et semble dépendre des modèles utilisés et de la cinétique 

de l’infection. Enfin dans la plupart des études in vitro et in vivo, miR-155 est surexprimé dans 

les macrophages humains et murins suite à l’infection avec Mtb (que ce soit avec la souche 

virulente H37Rv ou la souche hyper-virulente HN878) ou avec la souche de Mycobacterium 

bovis atténuée utilisée dans le vaccin BCG (Furci et al. 2013; 2013; Qin et al. 2016; Rajaram et 

al. 2011; L. Zheng et al. 2015). Néanmoins, les études mesurant les niveaux d’expression de 

miR-155 dans le sérum des patients tuberculeux sont encore aujourd’hui opposées et donc 

controversées (J. Huang et al. 2015) (Wagh, Urhekar, et Modi 2017). 

MiR-146a est un autre miARN dont le rôle au cours de l’infection n’est pas clair. Les miR-

146-a et -b sont connus pour leur action inhibitrice de la polarisation de type M1. MiR-146a 

réprime la signalisation du TLR4 (Curtale et al. 2013; Vergadi et al. 2014) en inhibant 

directement la traduction des acteurs pro-inflammatoires IRAK1, IRAK2 et TRAF6, (Hou et al. 

2009, 2; Taganov et al. 2006). La surexpression de miR-146a dans les macrophages alvéolaires 

murins inhibe l’expression des gènes Traf6 et Irf5 ainsi que celle de Nos2 et favorise la 

polarisation de type M2 (Vergadi et al. 2014). De plus, bien qu’il ne soit pas parfaitement 

caractérisé, l’effet anti-inflammatoire de miR-146a via la régulation de PPARγ est démontré 

(C. Huang et al. 2016). MiR-146a est surexprimé dans les sang périphérique de patients 

tuberculeux (Furci et al. 2013). Il favorise à la fois la polarisation de type M1 et celle de type 

M2 dans les THP-1 infectées avec Mycobacterium bovis (souche BCG). Sa surexpression 

réprime l’expression du gène de la prostaglandine synthase, PTGS2 (Prostaglandin-

Endoperoxide Synthase 2), dont le rôle est pro-inflammatoire et, paradoxalement, facilite 
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l’élimination des bactéries. Parallèlement, miR-146a inhibe l’expression du TNFα selon une 

boucle de régulation négative (Z. Liu et al. 2014). Encore une fois, les effets paradoxaux de 

miR-146a soulignent l’importance d’équilibrer les signaux d’activation classique et alterne 

pour obtenir une réponse protective contre l’infection. 

Les divergences pointées par l’analyse du rôle des miARN en fonction des modèles cellulaires 

étudiés, sur la régulation et le type de réponse inflammatoire des macrophages, montre 

l’importance et l’impact que le choix du modèle est crucial. Il est donc nécessaire de 

caractériser au mieux la réponse inflammatoire déclenchée par l’infection dans ces modèles, 

afin de mimer au plus juste celle qui a lieu chez le patient TB.   

7. Objectif des travaux de recherche 

La tuberculose peut être considérée comme une maladie liée à une défaillance du système 

immunitaire lors de la primo-infection. En effet, seuls 70% des individus infectés parviennent 

à éradiquer Mtb dès les premières phases de l’infection. L’infection pérenne s’installe 

malheureusement chez 30% des individus infectés, lorsque leur système immunitaire n’est 

pas assez efficace pour éliminer immédiatement Mtb et tente plutôt de contenir l’infection à 

l’intérieur des granulomes, qui prend alors une forme latente. Chez les sujets les plus affaiblis 

(5 à 10%), la maladie se développe en tuberculose active. Mtb parvient alors à surmonter la 

réponse immunitaire de l’hôte, les granulomes se rompent, le bacille se dissémine dans les 

voies aériennes (D. Young, Hussell, et Dougan 2002).  

De manière générale, la réponse immunitaire contre les infections fait tout d’abord 

intervenir l’immunité innée, puis, 4 à 7 jours après, l’immunité adaptative (Charles A Janeway 

et al. 2001). L’immunité contre Mtb ne déroge pas à cette règle, cependant, Mtb parvient à 

retarder la mise en place de l’immunité, si bien que, durant les quatre à six premières 

semaines de l’infection, la défense repose principalement sur le premier maillon de la chaine : 

le macrophage (Wolf et al. 2008). Le macrophage joue un rôle clé dans le succès ou l’échec de 

la réponse immunitaire. En tant que première cellule infectée et réservoir principal de Mtb, la 

réponse inflammatoire qu’il déclenche est maître d’orchestre dans l’activation et la 

coordination des autres acteurs de l’immunité innée et adaptative (Upadhyay, Mittal, et 

Philips 2018). En manipulant la réponse du macrophage, et notamment l’expression de ses 

miARN, Mtb parvient alors à échapper à une éradication précoce et à entrer dans un état 



 

69 
 

métabolique qui lui assure protection contre les défenses immunitaires et les traitements 

antibiotiques (Rao Muvva et al. 2020; A. K. Singh et al. 2021). L’efficacité de l’antibiothérapie 

utilisée à ce jour n’est pas optimale : le traitement est long, l’assiduité des patients est 

compromise et des souches de Mtb résistantes aux antibiotiques se développent (Diseases 

2021).  

Pour répondre au challenge causé par la persistance de Mtb, un fort intérêt est porté sur : 

i) la découverte de thérapies dirigées par l’hôte afin d’améliorer la réponse immunitaire et 

d’optimiser l’efficacité des vaccins et ii) la découverte de composés antituberculeux actifs 

contre les bactéries persistantes. Le macrophage étant à la fois hôte principal de Mtb et 

générateur de bactérie persistantes, la compréhension et la caractérisation de sa réponse 

inflammatoire sont alors déterminantes dans l’avancée de la recherche. C’est donc dans ce 

cadre que s’inscrivent mes travaux de recherche.  

Mon travail s’est articulé autour de trois principaux axes : 

1- Quelles modifications transcriptionnelles de la réponse inflammatoire sont 

spécifiquement induites par la virulence de Mtb et quelles sont les voies de signalisation 

associées ?  

2- Quel est le rôle de miR-132-3p (identifié dans l’axe 1) dans la réponse des macrophages 

durant l’infection ? 

3- La réponse inflammatoire des macrophages dans les modèles classiques utilisés in vivo 

et in vitro est-elle fidèle à la réponse observée chez les patients ? 
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C. Résultats et discussion 

1. Article 1 

1.1  Introduction 

Les souches cliniques de Mtb les plus virulentes provoquent, dans le macrophage, une 

réaction inflammatoire moins protectrice que celle provoquée par les souches moins 

virulentes (Coscolla et Gagneux, 2014). De ce fait, le succès de l’infection est lié à la capacité 

de Mtb à diminuer l’efficacité de la réponse inflammatoire des macrophages. 

La première partie de mes travaux de recherche a été dédiée à identifier ce qui différencie, 

du point de vue de la réponse de l’hôte, une souche Mtb virulente par rapport à des 

mycobactéries non virulentes chez l’Homme.  

 J’ai étudié comment la souche virulente de laboratoire H37Rv modifie l’expression d’un 

panel de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire et plus généralement dans la réponse 

de l’hôte ; j’ai caractérisé les régulations qui font de cette réponse une réponse unique par 

rapport à deux souches non virulentes : M. marinum et H37Ra. J’ai ainsi identifié trente gènes 

potentiellement impliqués dans la virulence de Mtb. Afin de quantifier précisément et 

simultanément 184 gènes de la réponse inflammatoire, de façon sensible et reproductible 

pour tous les échantillons, j’ai utilisé la RT-qPCR (Real time quantitative polymerase chain 

reaction) en temps réel.  

Pour enrichir la compréhension du réseau de régulation, j’ai également quantifié 

l’expression des miARN dans les macrophages infectés avec H37Rv et identifié in silico, 

lesquels constituaient des régulateurs, potentiels ou validés expérimentalement, des 30 gènes 

liés à la virulence. La quantification des miARN a été effectuée par RT-qPCR sur des plaques 

commerciales dédiées, permettant de quantifier simultanément 754 miARN humains. J’ai ainsi 

identifié 37 miARN significativement modulés dans les macrophages infectés par H37Rv. 

L’analyse in silico intégrative que j’ai ensuite réalisée a permis de révéler des réseaux 

d’interaction entre les miARN et les gènes liés à la virulence, et d’apporter ainsi une meilleure 

compréhension de la réponse du macrophage à H37Rv. 
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En effet, les gènes et miARN mis en évidence par mon étude pourraient être médiateurs 

de la virulence de Mtb et constituer, directement ou indirectement via les voies dans 

lesquelles ils interviennent, des cibles pertinentes pour une thérapie dirigée par l’hôte.  

Les principaux résultats de cette première partie sont présentés sous la forme d’un article 

intitulé « Integrative analysis of human macrophage inflammatory response related to 

Mycobacterium tuberculosis virulence » qui a été publié dans le journal « Frontiers 

Immunology » en juin 2021 et que je signe en première auteure.  

 

  



 

72 
 

Integrative analysis of human macrophage inflammatory 

response related to Mycobacterium tuberculosis virulence  

Pauline Bade 1,2, Fabrizio Simonetti², Stephanie Sans², Patricia Laboudie², Khadija 

Kissane², Nicolas Chappat², Sophie Lagrange², Florence Apparailly1, Christine Roubert2, 

# and Isabelle Duroux-Richard1, #, *  

1IRMB, INSERM, Univ Montpellier, CHU Montpellier, Montpellier, France  

2Evotec ID (Lyon), SAS, 1541, Avenue Marcel Merieux, Marcy l'Etoile 69280, France  

*Correspondence: Isabelle Duroux-Richard isabelle.richard@inserm.fr 

# These authors contributed equally to this work 

Keywords: miRNA, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium marinum, 

macrophage, host response, inflammatory response, virulence.  

Abstract  

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiological agent of tuberculosis, kills 1.5 to 1.7 

million people every year. Macrophages are Mtb‘s main host cells and their inflammatory 

response is an essential component of the host defense against Mtb. however, Mtb is able to 

circumvent macrophages defenses and thus trigger an inappropriate inflammatory response. 

Mtb’s ability to hinder phagolysosome maturation and acidification, and escape the 

phagosome into the cytosol is closely linked to its virulence.  The modulation of the host 

inflammatory response is specific of Mtb virulence factors, but remains poorly studied. So, 

understanding macrophage interactions with Mtb is crucial in order to develop strategies to 

control tuberculosis. In this study, we compared the inflammatory response and miRNome of 

human macrophages infected with either the virulent H37Rv, a heat killed Mtb strain (HKMT) 

or the M. marinum species, to identify genetic networks specifically modulated by Mtb 

virulence. Using the THP-1 cell line differentiated into macrophages and infected with two 

different live strains of mycobacteria (Mtb H37Rv and M. marinum), we quantified and 

analyzed 93 inflammatory mRNAs and 765 micro(mi)RNAs using Taqman miRNA and mRNA 

arrays. We identified genes that were differently modulated by H37Rv in comparison with the 

two other conditions and also matched the deregulated miRNAs with their targets among the 

H37Rv-specific signature using the IPA software. We identified 34 host inflammatory response 
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genes and 32 deregulated miRNAs specific for H37Rv infection. Overall, our data and analysis 

suggest that H37Rv might ensure a long intracellular survival by regulating genes and miRNA 

that inhibit a pro-inflammatory polarization and favor TH2 dependent macrophage alternative 

activation, while extending their lifetime by repressing apoptosis. 
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2. Article 2 

2.1 Introduction 

La caractérisation des gènes de la réponse de l’hôte potentiellement impliqués dans la 

virulence de Mtb et des miARN associés à leur régulation a permis d’identifier miR-132-3p 

comme un miARN d’intérêt pour la suite de mes travaux. Cette première étude a montré que 

la surexpression de miR-132-3p médiée par Mtb pourrait faciliter l’infection en ciblant 

putativement l’ARNm codant pour CXCL9, une chimiokine appartenant à l’axe CXCL9, 10 et 11 

et participant au recrutement des lymphocytes T (Bade et al. 2021). 

MiR-132-3p a retenu notre attention car ce miARN avait déjà fait l’objet d’une étude dans 

le contexte de l’infection avec Mtb qui montrait que celui-ci, en synergie avec le miR-26a-5p, 

ciblait directement le gène EP300 dans les macrophages infectés en contrôlant négativement 

la réponse à l’IFN-γ (J. Li et al. 2017). De plus miR-132-3p est également impliqué dans 

l’inhibition de l’activation classique des macrophages, notamment lors de la stimulation avec 

du LPS (Fang et al. 2021; Fen Liu et al. 2015c)  MiR-132-3p est très conservé dans les espèces, 

notamment chez l’Homme et la souris. De plus, des analyses in silico de recherche des cibles 

des miARN montrent que de nombreux gènes ciblés par miR-132, notamment impliquées dans 

la réponse des macrophages, sont identiques entre les deux espèces  (Haviv, Oz, et Soreq 

2018).  

Le deuxième axe de mes travaux de recherche a donc été d’étudier le rôle de miR-132-3p 

dans la réponse de l’hôte et particulièrement celle des macrophages infectés par Mtb, à la fois 

chez l’homme et la souris.  

Mon travail a permis de montrer, grâce à l’utilisation d’un oligonucléotide antagoniste, que 

l’inhibition ciblée de miR-132-3p permettait de réduire la charge bactérienne in vivo dans les 

poumons de souris, dans un modèle murin d’infection aigu de tuberculose. J’ai également 

montré in vitro que l’inhibition ciblée de miR-132-3p chez l’Homme permettait de réduire la 

charge bactérienne dans les macrophages différenciés par de la PMA (phorbol-12-myristate-

13-acetate) à partir de la lignée monocytaire THP-1.  

Afin de comprendre le mécanisme d’action de miR-132-3p dans le contrôle de la charge 

bactérienne, j’ai caractérisé les voies de signalisation de la réponse des macrophages à 

l’infection Mtb qui sont régulées par miR-132. Des études in silico m’ont permis d’identifier 
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des cibles putatives pertinentes de miR-132, conservées à la fois chez l’homme et la souris. 

Parmi elles, le gène FOXP1, a semblé particulièrement intéressant car il est associé à une 

susceptibilité génétique à la tuberculose (Harishankar, Selvaraj, et Bethunaickan 2018). Ce 

gène contrôle négativement CSF1R, le récepteur au M-CSF, qui joue un rôle dans la 

polarisation de type M2 et la différenciation des monocytes en macrophages (C. Shi et al. 

2008a). L’utilisation d’un système rapporteur luciférase exprimant la région 3’UTR de FOXP1 

qui contient le site de liaison putatif du miARN m’a permis de valider l’interaction directe entre 

miR-132-3p et le gène FOXP1.  

Des études de perte de fonction par neutralisation de miR-132-3p dans des macrophages 

humains (primaires et la lignée THP-1) m’ont permis de démontrer, grâce à des mesures de 

métabolisme et à la quantification des gènes marqueurs de la polarisation, que miR-132-3p 

contrôle la polarisation des macrophages par l’inhibition de FOXP1.   

Ce travail a permis d’établir un lien entre miR-132, sa cible directe FOXP1, et le contrôle de 

la polarisation des macrophages au cours de l’infection. Notre étude est la première à 

confirmer une implication directe de miR-132-3p dans le contrôle de la charge bactérienne 

des macrophages, faisant de lui un miARN pertinent dans la recherche pour des thérapies 

dirigées par l’hôte. 

Les principaux résultats de cette partie sont présentés sous la forme d’un projet d’article 

que nous avons l’intention de soumettre au journal « Cell Host & Microbe » et que nous avons 

intitulé « MiR-132-3p controls mycobacterium tuberculosis-infected macrophage metabolism 

».  
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Summary 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiological agent of tuberculosis (TB), kills millions 

of people each year. Understanding the mechanisms used by Mtb to control macrophages 

(Mφ), Mtb’s main host cells, is crucial to the development of novel anti-TB strategies. We 

therefore investigated the role of miR-132, a microRNA upregulated in Mφ upon Mtb infection 

and its therapeutic potential. 

Using loss of function experiments in different in vivo and in vitro TB models, a high burden 

mouse model; PMA-differentiated THP-1 macrophages and  human primary CD14+ monocyte 

derived macrophages, we investigated the how miR-132-3p is controlling Mtb survival. We 

demonstrated interactions between miR-132-3p and the 3ʹ UTR of the Forkhead box P1 mRNA, 

a TB susceptibility gene, which is involved in macrophage function. Finally, we tested whether 

miR-132-3p controls Mtb-induced changes in macrophage polarisation and thus modifies Mtb 

growth. We reveal how miR-132/FOXP1 axis modulate Mφ metabolism and polarisation 

during Mtb infection. 
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Graphical Abstract 

 

Keywords 

miRNA, Mycobacterium tuberculosis, macrophage, metabolism, inflammatory response. 

Introduction 

Tuberculosis (TB) ranks, after COVID-19, as the second deadliest infectious disease caused 

by a single pathogen. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) kills 1.4 million people and infects 10 

million new individuals each year (Chakaya et al., 2021). One particularity of TB is that Mtb 

holds in check the immune system. As the result of the inability of the innate immunity to 

control the infection, bacteria are contained inside granulomas, which are cellular structures 

formed by the aggregation of innate and adaptive immune cells. Five to fifteen percent of 

primo infections evolve into active disease with severe symptoms (Chakaya et al., 2021b). The 

very early stages of the infection that rely solely on innate immunity, before granuloma 

formation, are thus crucial for the control of the disease. 

Macrophages are innate immune cells involved in the triggering of the innate and the 

adaptive immunity. They exert different functions depending on a broad range of polarization 

states. To simplify the polarization spectrum, two extreme macrophages activations have 

been described. Classically activated (M1-like) macrophages (in response to LPS and/or IFN-g) 
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secrete pro-inflammatory mediators and bactericidal compounds e.g. reactive oxygen species 

and nitrogen monoxide (Gordon and Taylor, 2005). On the other hand, alternatively activated 

(M2-like) macrophages (in response to IL-4 and IL-13) are poorly bactericidal and participate 

to the resolution of inflammation (Gordon and Taylor, 2005). Macrophages’ polarization is 

critical for the control of Mtb growth. Indeed, they are the first line of defence against Mtb 

and they initiate granulomas formation within which they are the most abundant cells (Egen 

et al., 2008). M1-like polarization of macrophages contained into the granulomas is linked to 

better control of the disease (Marino et al., 2015). Unfortunately, during the infection, Mtb is 

able to drift macrophage early M1-like polarization towards a M2-like polarization (Lugo-

Villarino et al., 2011). These Mtb-infected macrophages harbour both M1-like and M2-like 

properties and are not able to control Mtb growth efficiently and might confer shelter against 

the host immunity (Rao Muvva et al., 2020). 

How Mtb shifts macrophage polarization to its benefit is yet to be fully elucidated. Recent 

studies point towards a critical role of microRNAs (miRNAs) in the regulation of macrophage 

functions in TB and showed that Mtb is able to divert macrophage miRNome (Behrouzi et al., 

2019). MiRNAs are a class of short non-coding RNAs (18–22 nucleotides), conserved from 

worms to mammals, which control gene expression at the posttranscriptional level (Bartel, 

2004). More than 2800 miRNAs have been identified in human (miRBase vs22) an each could 

putatively target more than 500 genes (Dweep and Gretz, 2015; Griffiths-Jones, 2004). Recent 

work from our group identified 32 miRNAs that are putatively involved in the regulation of 

macrophage immune response genes related to Mtb virulence (Bade et al., 2021). Among 

them is miR-132, which has been previously identified as upregulated upon Mtb infection and 

limiting the IFN-g–induced macrophage activation pathway through the targeting of EP300 

during Mtb infection of human primary monocytes (Ni et al., 2014).  

Although miR-132-3p is mostly studied for its implication in neuronal functions (Wanet et 

al., 2012), it is also known as a regulator of monocyte differentiation into macrophages and 

macrophage plasticity (Liu et al., 2015; Mehta et al., 2015; Nahid et al., 2013). MiR-132-3p 

arises from the miR-212/132 cluster located in the intron of a non-coding gene of the human 

chromosome 17. Both miR-212 and miR-132-3p share close sequences that are highly 

conserved among species (Wanet et al., 2012). As miR-132-3p sequence is identical in mice 

and humans, we sought to evaluate whether this miRNA possesses a conserved role in the 
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host response to TB, particularly in macrophage polarization, and to evaluate its therapeutic 

potential in a mouse model of TB infection.  

In the current study, using three different in vitro and in vivo TB models, we investigated 

the impact of miR-132-3p loss-of-function and its role in controlling Mtb survival in mice and 

human. We uncovered interactions between miR-132-3p and the 3ʹ UTR of the Forkhead box 

P1(FOXP1) mRNA, a TB susceptibility gene, which is involved in the function of macrophages, 

including cytokine production, phagocytosis, and respiratory burst. Finally, we tested if miR-

132-3p controls Mtb-induced shifts of macrophage polarization and thus alter Mtb growth. 

We characterized miR-132-3p neutralization effect on macrophage polarization by quantifying 

the expression of M1-like and M2-like markers and by measuring mitochondrial macrophage 

metabolism on real time. 

 

Materials and Methods 

Mouse model of infections: The Mtb highly acute model (HA): 

 For the highly acute model of tuberculosis (Ballinger et al., 2019; Couturier et al., 2016), 

the mouse treatment procedures were approved by the Animal Care and Use Committee of 

Sanofi, Marcyl’Etoile. Female BALB/c mice aged 5 to 7 weeks were purchased from Janvier 

Laboratories, France. Mice were housed at 5 animals per cage with sterile bedding in HEPA–

filtered racks (Tecniplast, France) in certified animal biosafety level 3 (ABSL-3) laboratories. 

Temperatures were maintained at 65-75°F (~18-23 °C) with 40-60% humidity. Mice had ad 

libitum access to water and food pellets. Mice were rested 1 week before infection, and they 

were infected with 106 Mtb (H37Rv strain ATCC 27294) (50 μL) from a freshly grown culture 

by the intranasal route. Five mice were sacrificed the following day to determine the number 

of CFU implanted in the lungs in order to establish the pre-treatment lung CFU burden. Other 

mice were sacrificed 11 day after the infection. One third of the lungs of each mouse was 

collected for RNA extraction. CD11b+ cells were positively sorted with magnetic beads 

(Miltenyi, France) from half of each samples and the sorted cells as well as the rest of the lungs 

were stored in RNA later at -20°C prior to RNA extraction. 
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Mouse treatment: 

Rifampicin formulated as a 20 mg/kg suspension of 0.6% methylcellulose with 0.5% Tween-

80 (MCT), was administered for 3 days by oral gavage. The miR-132-3p inhibitor (Anti-132) 

(Ambion) and miRNA control inhibitor#1 (anti-CTRL) (Ambion), an oligonucleotide with a 

random sequence that has been extensively tested in human cell lines and tissues and 

validated to produce no identifiable effects on known miRNA function, were formulated in 

complexation buffer (Invitrogen), Invivofectamine (Invitrogen) and PBS, then intranasally 

instilled with 50 µl and 20 µl of suspension 1 day and 3 days, respectively, after Mtb infection. 

During the study, the mice were observed and weighed daily. Lungs were aseptically removed 

and homogenized in PBS/glycerol. Mice were sacrificed 6 days after Mtb infection. One third 

of the lungs were preserved in RNA later at -20°C prior RNA extraction and the rest was used 

to assess the number of viable organisms which was determined by plating serial dilutions in 

PBS on Middlebrook 7H11 agar supplemented with OADC 10% and glycerol 0.5% and 

normalized with the lung weight. Plates were incubated at 37 °C for 3 weeks.  

 

Histological studies 

Histological studies were performed in independent experiments. Lung were removed and 

fixed with 4% paraformaldehyde for 10 days at room temperature to ensure inactivation of all 

live bacilli. Lungs were then treated to paraffin blocks following routine histology procedures, 

and hematoxylin and eosin (H&E)-stained sections were examined by light microscopy 

 

Mycobacterial strains and cultures  

For in-vitro experiments, Mtb expressing GFP, a kind gift from IPBS (Institut de Pharmacologie 

et de Biologie Structurale, Toulouse), was grown at 37°C and 5% CO2 in Middlebrook 7H9 

broth supplemented with 10% Middlebrook Oleic Albumin Dextrose Catalase (Difco, Livonia, 

MI). Aliquots of 1.5 ml of mid-log phase cultures (optical density 600 of 0.6) were frozen with 

10% glycerol at −80°C prior to infection. 
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Cell cultures and macrophage differentiation  

THP-1 and HEK293 cell lines were grown in RPMI 1640 GlutaMAX™ Supplement (Gibco) or 

DMEM supplemented with 10% fetal calf serum (Sigma-Aldrich), 1% penicillin/streptomycin 

and L-glutamine at 37°C and 5% CO2, respectively. THP-1 (TIB-202, ATCC) were cultured in 24 

well plates at a density of 500.000 cells per well or in 96 well plates at a density of 71.000 cells 

per well, and differentiated into THP-1 derived macrophages (MϕTHP-1-1) with 40 ng/mL 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) over-night. Experiments were realized within 22 

passages and cell viability was measured before experiments by trypan blue exclusion and was 

comprised between 85-97%. 

CD14+ primary human monocytes were sorted from peripheral blood of healthy donors 

anonymously provided by the French Blood Establishment (EFS, Lyon), and purified from 

whole blood using autoMACS® Pro Separator, Whole Blood Column Kit and StraightFrom® 

Whole Blood CD14 MicroBeads (Mitenyi) according to the manufacturer’s instruction. Cell 

viability before proceeding to macrophage differentiation was measured by trypan blue 

exclusion and was always greater than 80%. CD14+ monocytes were then plated in 24 well 

plates at a density of 400 000 cells per well and differentiated into macrophage (hMDM) for 3 

days with 50 µg/ml Rh-GMCSF (Miltenyi) in RPMI 1640 GlutaMAX™ Supplement with 10% FBS 

(Sigma-Aldrich) at 37°C, 5% CO2. 

Macrophages were infected with Mtb at a multiplicity of infection (MOI) of 1:1 in RPMI 

1640 supplemented medium. After 1 hour of infection, cells were rinsed with phosphate 

buffered saline (PBS) to discard extracellular mycobacteria. Cells were then kept in RPMI 1640 

supplemented medium at 37°C and 5% CO2 up for 48 hours before RNA extraction.  

Mφ THP-1 and hMDM were transfected with 40 nM of miR-132-3p antagomir (Anti-132) or 

negative control #1 inhibitors (Applied Biosystems), using Lipofectamine 2000 (Applied 

Biosystems) and Fugene HD (Promega) as transfection reagents, respectively. In brief, THP-1 

or CD14+ primary monocytes were plated at a density of 500 000 or 400 000 cells per well, 

respectively, and starved in Opti-MEM™ Reduced Serum Medium (Gibco) for 6 hours or for 2 

hours, respectively. Then cells were incubated over-night with miR-132-3p or negative control 

#1 inhibitors complexed with transfection reagents. After 12h, medium was replenished with 

RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ Supplement (Gibco) with 20% FBS (Sigma-Aldrich) and cells 

were incubated 6 hours at 37°C and 5% CO2 prior to macrophage differentiation. 
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Gene and miRNA quantification  

Total RNA including miRNAs was extracted 1-4 days post-infection in THP-1 and 4 days post 

infection in hMDM. Briefly, RNA was protected from degradation in macrophages with a PBS 

rinse followed by scraping with Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit homogenization 

solution/thioglycerol (50/1) (Promega). Then cells and bacteria were lysed by a 10 min 

incubation with Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit lysis buffer (Promega) followed by 5s bead 

beating into Matrix B tubes containing silica beads (MP Biomedical) with the Super-Fast Prep-

1 instrument (MP Biomedical) at full force. Finally, samples were placed into Maxwell® RSC 

cartridges, and RNA extraction was run into Maxwell® RSC instrument. RNA concentration was 

measured with NanoDropTM (ThermoFisher Scientific) and integrity was evaluated by 

automated electrophoresis with TapeStation Systems (Agilent). Total mRNA or miRNAs were 

reverse transcribed with 100-500 ng total RNA using SuperScript™ IV VILO™ Master Mix or 

Taqman™ microRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), respectively. qPCR 

amplifications were performed with a QuantStudio™ 12K Flex system (Applied Biosystems), 

using TaqMan® probe for genes and miR-132-3p (supplementary Table S1). mRNA and miR-

132-3p expressions were normalized to the GAPDH and the snoRNA RNU48, respectively. 

Normalization, relative expression and expression ratios were calculated following the ΔCt, 

ΔΔCt and 2-ΔΔCt method, respectively. Briefly: ΔCt = Ctgene – Ctendogenous control and ΔΔCt 

= ΔCt treated sample – ΔCt untreated control.  

 

Mtb growth measurement  

Three days post infection, in 96 well plates, MϕTHP-1-1 were fixed 30 min with 4% PFA and 

incubated with HCS CellMaskTM Blue to color their cytoplasm. Then wells were rinsed and 

replete with PBS. Images were captured with the ArrayScan™ instrument (ThermoFisher 

Scientific) with a 4x objective and fluorescence was measured within a minimum of 5000 cells. 

Spot detector algorithm was used to determine relevant parameters (total cell count, spot 

intensity, % of cells with high fluorescence intensity).  

 

Real-time monitoring of the mitochondrial energy metabolism  
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Cells were suspended 48 hours after transfection in XF assay buffer supplemented with 1 mM 

pyruvate, and 12 mM D-glucose at pH 7.4 and plated (250 000 cells/well) in 100 μl on the 

cellTak-coated assay plates (BD Biosciences). Oxygen-consumption rate was measured with a 

Seahorse Bioscience XF96 extracellular flux analyser (Seahorse Bioscience). Test compounds 

(Sigma-Aldrich) were injected during the assay at the following final concentrations: 0.9 μM 

oligomycin, 0.5 μM FCCP, 0.9 μM rotenone and 0.9 μM antimycin A, according to the 

manufacturer’s instruction. Normalisation was performed with the number of living cells. 

Seahorse analysis.  

 

Luciferase assay 

HEK293 cells transfected with 50 ng of luciferase reporter plasmid GoClone Reporter 

(SwitchGear Genomics) encoding FOXP1 3’UTR together with 1 to 100 nM of miR-132-3p 

mimic (miR-132, Ambion), - or miR-132-3p antagonist (Anti-132, Ambion). Kinetic of luciferase 

activity was measured at 24h, 48h, and 72h, using Dual-luciferase Reporter Assay System 

(Promega). 

 

Statistical analysis  

Using GraphPad prism software, statistical analysis was performed by a one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by a multiple comparison analysis of variance by Dunnett’s test. 

Unpaired Mann-Whitney were used to compare two groups. p-values less than 0.05 were 

considered statistically significant. 

 

Results 

MiR-132-3p controls Mycobacterium tuberculosis replication in human and mice 

macrophages. 

To evaluate in-vivo the role of miR-132-3p during TB course, we used the preclinical mouse 

model of highly acute tuberculosis (HA) (Ballinger et al., 2019; Couturier et al., 2016).  This 

mouse model has the particularity of mimicking Mtb primary infection, with rapid and 

predominant macrophage infiltration in the lung, without the development of the pulmonary 

granuloma, characteristic of long-term TB infection. Briefly, BALB/c mice were infected with 
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an elevated multiplicity of infection of Mtb (106 CFU) using inhalation and sacrificed 11 days 

after infection (Fig.1a). We first used haematoxylin and eosin stainings of formalin-fixed, 

paraffin-embedded lung tissue sections from the infected mice to characterize lung lesions. 

As already described (Lenaerts et al., 2015), we observed a massive infiltration of innate 

immune cells, in the lungs (Fig.1b), such as neutrophils and macrophages. The Ziehl-Neelsen 

staining was used to confirm that Mtb localized within macrophages (Fig.1c) in this mouse 

model. As infiltrating macrophages are important contributors to Mtb infection (Pisu et al., 

2020, 2021) and miR-132-3p is upregulated in Mtb-infected macrophages we quantified the 

expression level of miR-132-3p in the HA mouse model using RT-qPCR. We showed that miR-

132-3p expression level was significantly increased by 2.5- and 10-fold in whole lungs (Fig.1d, 

p-values 0.008) and in lung CD11b+ cells, respectively, of HA mice compared to healthy mice 

(Fig.1e, p-values 0.01).  

Next, we determined the therapeutic potential of targeting miR-132-3p during Mtb infection, 

and whether it could affect Mtb lung burden in-vivo using the HA mouse model. To address 

this question, mice were treated with a synthetic miR-132-3p antagomiR (Anti-132) through 

inhalation on day 1 and day 3 post-infection and sacrificed on day 6 (Fig.1f). Efficient silencing 

of the miR-132-3p antagomir in the lung was validated by measuring a 10-fold decreased 

expression of miR-132-3p in whole lungs from HA mice, 6 days after infection, as compared to 

the negative control (Fig.1g). Next, we investigated the effect of miR-132-3p neutralization on 

Mtb load in the lungs using the colony-forming unit (CFU) counts at day 6. We showed that 

miR-132-3p neutralization reduced the CFU burden by  60% as compared to HA mice treated 

with a control antagomir whereas 3 days of treatment with rifampicin, one of the most potent 

drug for TB, elicited 88% reduction of CFU  (Fig.1g). Overall, our data suggest that Mtb-induced 

miR-132-3p expression might represent a potent therapeutic target in TB. 

As miR-132-3p is highly conserved and has been shown to share same biological functions in 

human and mice, we tested the hypothesis that miR-132-3p could be targeted for human TB 

using two different in vitro models: the model of PMA-induced differentiation of human THP-

1 monocyte-derived macrophages (MϕTHP-1-1) that we recently used to identify miRNA 

signatures related to Mtb virulence (Bade et al., 2021), and human primary monocyte-derived 

macrophages (hMDM) that were used to evidence the upregulation of miR-132-3p upon 

infection with virulent Mtb (Ni et al., 2014). First, we quantified miR-132-3p expression in Mtb-

infected hMDM and MϕTHP-1-1 (Fig.1h). Using RTqPCR, we confirmed that miR-132-3p was 
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significantly upregulated 4 days post-infection, with a 1 Log-fold change as compared with 

non-infected conditions (Fig.1i-j). In addition, kinetic analysis of miR-132-3p expression in 

Mtb-infected MϕTHP-1-1 showed a significant and progressive upregulation upon infection, 

with a mean of fold change of 4, 5 and 10, at days 2, 3 and 4, respectively (Fig1j). To determine 

the impact of miR-132-3p neutralization on Mtb survival, we scored bacterial CFUs in MϕTHP-

1-1 transfected with Anti-132 and infected with a green fluorescent protein (GFP)-tagged Mtb 

strain. A 10-fold inhibition of miR-132-3p expression was observed as compared to the control 

group (Fig.1k). Using a Cellomics ArrayScan VTi platform, we quantified the GFP fluorescence 

per cell that corresponded to Mtb burden. We showed that miR-132-3p neutralization led to 

a significant decrease in GFP fluorescence in comparison to controls. This reduction of Mtb 

burden was equivalent to the inhibition observed in this model with of a dose of 10 nM of 

rifampicin treatment (supplementary Figure S1). In conclusion, neutralization of miR-132-3p 

in Mtb-infected human macrophages could reduce bacteria number.  

miR-132-3p targets Forkhead box P1 (FOXP1), a tuberculosis-infection susceptibility gene. 

To determine the mechanism of how miR-132-3p neutralization reduces Mtb, we searched 

for miR-132-3p target genes using miRWalk2.0 database (Dweep and Gretz, 2015) that 

simultaneously interrogates several algorithms including TargetScan, Miranda, RNA22 and 

miRWalk. In-silico prediction for miRNA-mRNA binding analysis identified more than 1281 

putative miR-132-3p targets conserved between human and mice, with at least two 

algorithms predicting interaction with miR-132-3p (supplementary data Table S2). We then 

searched for possible intersection for these 1281 genes and 180 genes involved in tuberculosis 

pathways (https://pathcard.genecards.org) and other genes featured in published studies 

(supplementary data Table S3). A Venn analysis identified 16 genes at the intersection of miR-

132-3p targets and genes involved in TB (supplementary data Table S4), and among these 

genes, 4 and 3 algorithms predict interaction with the 3'UTR region of FOXP1 in human and 

mice, respectively (Fig.2a). Interestingly, a GWAS study with an independent replication study 

in Moroccan population showed that two FOXP1 inter- and intra-genic polymorphisms 

(rs358793 and rs17590261) were associated with pulmonary TB (Grant et al., 2016). To 

confirm the direct binding of miR-132-3p with FOXP1 mRNA, we co-transfected HEK-293 cells 

with miR-132-3p mimics or antagomiR and an expression plasmid containing the human 

FOXP1 3’UTR downstream of the luciferase gene. The relative luciferase activities were 
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determined at 24, 48 and 72 hours. Results showed that miR-132-3p over-expression 

significantly decreased luciferase expression as compared with miR-132-3p antagomiR 

condition (Fig.2b). To further verify the direct regulation of FOXP1 by miR-132, the expression 

of FOXP1 mRNA was quantified in human macrophages transfected with either miR-132-3p or 

control antagomir (Fig. 2c-d). Human and mouse primary macrophages were Mtb-infected 

and the expression of FOXP1 mRNA monitored (Fig.2e-fg). Data revealed that FOXP1 

expression level was significantly decreased following Mtb infection (2.7-, 2.4- and 2.2-fold 

reduction in MϕTHP-1-1, hMDM and CD11b+ macrophages, respectively).  

FOXP1 binds to the promoter of the colony stimulating factor 1 receptor (CSF1R) gene, 

leading to its negative regulation, and thus participating in the regulation of monocyte 

differentiation and macrophage functions (Shi et al., 2008). We quantified CSFR1 expression 

level using RT-qPCR during macrophage differentiation and after Mtb infection. Data 

confirmed that CSF1R expression was significantly increased in hMDM compared to CD14+ 

monocytes, as well as in Mtb-infected compared to non-infected hMDM and MϕTHP-1-1 

(supplementary figure S2a, S2b and S2C, respectively). Having shown that miR-132-3p 

neutralization induced a similar CFU reduction to that obtained by a 10 nM rifampicin 

treatment in MϕTHP-1-1 (Fig.1k, supplementary figure S1a), we determined whether miR-

132-dependent pathways are involved in the effect of rifampicin biotherapy. We quantified 

FOXP1 and CSF1R expression levels in the whole lungs of rifampicin-treated HA mice (40 

mg/kg), which leads to a 4-log decrease of CFU, and compared to untreated conditions 

(supplementary Figure S1b). We observed a significant 3.5-fold increase (Fig.2i) of FOXP1 

expression, similar to that observed with miR-132-3p neutralization (Fig.2d-e). In addition, 

CSF1R expression decreased following rifampicin treatment (supplementary figure S2d). In 

both conditions, we observed an inverse correlation between FOXP1 and its target CSFR1 

expression levels. Overall, our data identify FOXP1 as a novel target gene of Mtb-upregulated 

miR-132.   

miR-132-3p controls macrophage polarization and mitochondrial metabolism during Mtb 

infection through FOXP1 silencing. 

Mtb infection induces profound metabolic and activation reprograming in macrophages. In 

the early phase of Mtb-infection, macrophages polarize to classically activated macrophages 

(M1-like), characterized by a quiescent mitochondrial metabolism and the down-regulation of 
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pro-inflammatory cytokines /chemokines such as IL-6 or CXCL10, and shift later on to an 

alternative anti-inflammatory (M2-like) polarization characterized by an increased 

mitochondrial respiration and the up-regulation of prototypic markers such as CD163 and 

CD206 (also known as Mannose receptor C-type1, MRC1) (Martinez et al., 2009). In addition, 

antibiotics such as rifampin switch macrophages from M1-like to M2-like phenotype (Wang et 

al., 2017). We next wondered whether and how miR-132-3p and FOXP1 were involved in 

macrophage polarization and metabolic switch triggered by Mtb infection. First, we validated 

the in-vitro human MϕTHP-1-1 model for early Mtb-infected macrophages by quantifying the 

expression levels of M1 and M2 prototypic genes. We showed that CXCL10 was 4-times more 

expressed in infected than in non-infected MϕTHP-1-1 cells (p-values: <0.0001), while MRC1

expression level was twice reduced (Fig.3a). Then, we quantified miR-132-3p and FOXP1

expression levels following macrophage polarization. To induce classical (M1-like) and 

alternative (M2-like) polarization, hMDM were incubated in the presence of IFN-γ/LPS or IL-

4/IL-13, respectively, and polarization was confirmed using established markers CXCL10 and 

MRC1 (Fig.3b). We showed that miR-132-3p (Fig.3b) and FOXP1 (Fig.3c) expression levels were 

3-fold higher and 2.5-fold lower in M1-like than in M2-like macrophages, respectively. Since it 

was demonstrated that classical M1-like macrophages display reduced mitochondrial activity, 

and conversely, that alternative M2-like macrophages showed high mitochondrial oxidative 

phosphorylation (OXPHOS), characterized by an enhanced spare respiratory capacity (SRC) 

(Van den Bossche et al., 2015), we monitored, the mitochondrial energy metabolism in real-

time, using the Seahorse technology. Quantification of the oxygen consumption rate (OCR), 

was measured at the basal state and after addition of oligomycin, FCCP, rotenone and 

antimycin A (Fig.3d-f). M2-like macrophages displayed an increased basal OCR and SRC, 

compared with M1-

upon M2-like polarization (Fig.3e-g). 

Second, to evaluate if miR-132-3p controls macrophage polarization via FOXP1 targeting, we 

performed loss-of-function studies in both types of polarized macrophages and performed 

real time measurement of macrophage metabolism. Our results showed that miR-132-3p 

neutralization led to a significant increase in mitochondrial respiration, particularly the basal 

OCR and SRC (Fig.3e-f), in both M1-like and M2-

to the negative control antagomir, miR-132-3p neutralization led to a significant increase in 

MRC1 expression level, in both M1-like and M2-like macrophages (Fig.3g). To confirm that the 
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observed effect was mediated by increased FOXP1 expression, we co-transfected cells with 

miR-132-3p antagomir and anti-Foxp1 siRNA. Results showed that FOXP1 silencing 

significantly reduced FOXP1 expression, and co-transfection with miR-132-3p antagonist 

reversed significantly this inhibition (Fig.3h) and was associated with a basal OCR that returned 

to the control level (Fig.3i). Since M2 polarization is associated with a high rate of oxidative 

metabolism in macrophages, we quantified by RT-qPCR the expression of 2 mitochondrial 

genes, mt-DN1 and mt-ATP6, in Mtb-infected hMDMs following miR-132-3p neutralization 

(Fig.3k). The expression of both mitochondrial genes was increased in Mtb-infected 

macrophages in which miR-132-3p was neutralized, suggesting a transition towards OXPHOS 

metabolism and M2-like polarization. Overall, our data demonstrate that miR-132-3p controls 

Mtb-mediated reprograming of macrophage metabolism through FOXP1 silencing. 

Discussion 

In tuberculosis, the very preliminary stages of the infection are determinant as they dictate 

if the host will successfully eradicate Mtb or develop a latent infection that can later turn into 

active disease (Marino et al., 2018). During these early stages, host immune system relies 

mostly on macrophages (Egen et al., 2008). This is why Mtb has developed several strategies 

to circumvent host immune responses by modulating macrophage metabolic pathways (Lugo-

Villarino et al., 2011; Vrieling et al., 2020). In the early phase of Mtb infection, macrophages 

are classically activated (M1) and characterized by a glycolytic metabolism and an 

upregulation of pro-inflammatory cytokines. Later, macrophages shift to an alternatively 

activated phenotype (M2) characterized by an increased mitochondrial respiration and the 

expression of pro-resolving mediators (Martinez et al., 2009). Among key molecular controls 

of macrophage functions and host response against pathogens are miRNAs (Eulalio et al., 

2012; Gantier et al., 2007; Wei and Schober, 2016, 2016; Xiao and Rajewsky, 2009), which 

altered expression has been reported in TB (Behrouzi et al., 2019). Although miRNAs potential 

as therapeutics for TB treatment has been proposed, only few studies have formally 

demonstrated that miRNAs can control Mtb growth in vivo and therefore possibly improve TB 

outcome. To date, only miR-155, miR-20b and miR-27a have been shown to impact on Mtb 

growth in TB mouse models (Iwai et al., 2015; Singh et al., 2021).  
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Our present study demonstrates that the neutralization of miR-132-3p reduced Mtb

burden in-vitro using two models of Mtb-infected human macrophages and in-vivo using the 

HA mouse model of TB. Previously, Ni et al showed that Mtb infection upregulates miR-132, 

limiting the IFN- (Ni et al., 2014). Here, 

we demonstrate that miR-132-3p influenced macrophage polarization and mitochondrial 

metabolism through the silencing of FOXP1, a TB susceptibility gene (Grant et al., 2016). We 

also validated that miR-132-3p was upregulated in the HA TB mouse model, a high CFU burden 

model (aerosolized with 106 H37Rv) with short duration (11 days). Interestingly, we also 

quantified miR-132-3p expression level in a chronic murine model of TB infection with low 

CFU burden (102 aerosolized H37Rv) and a longer duration (56 days).We observed that miR-

132-3p expression was not modulated in this latter TB model (data not shown). Therefore, 

miR-132-3p appeared to have a major impact in the early phase of infection and in particular 

in macrophages, which massively infiltrate the lungs of HA mice, where Mtb almost exclusively 

resides. This is supported by the fact that miR-132-3p was also upregulated in CD11b+

macrophages sorted from the lungs of HA mice.

MiR-132-3p possesses well-documented anti-inflammatory effects in macrophages (Li et al., 

2015; Liu et al., 2015; Mishra et al., 2017; Shaked et al., 2009; Wanet et al., 2012). 

Interestingly, miR-132-3p limits inflammation by inhibiting the cholinergic pathway in both 

splenic and alveolar macrophages, which in turn inhibits the LPS response (Shaked et al., 2009; 

Wanet et al., 2012). Here, we found that miR-132-3p neutralization promoted M2-like 

polarization and upregulated several anti-inflammatory miR-132-3p targets (i.e. FOXO1, 

FOXO3, HBEGF, EP300) (supplementary figure S3), suggesting that miR-132-3p might be 

implicated in the shift from M1- to M2-type polarization in Mtb-infected macrophages. In line 

with this transcriptomic profile, we showed that miR-132-3p neutralization altered 

macrophage mitochondrial metabolism by promoting oxidative phosphorylation, which is a 

specificity for M2 macrophages (Pisu et al., 2021; Viola et al., 2019). Our present work also 

identified a new target gene for miR-132, i.e. FOXP1, which participates in macrophages 

polarization switch. Indeed, FOXP1 inhibition is necessary for the CSF1R-dependent 

differentiation of monocyte into macrophages and for macrophage functions such as 

macrophage migratory capacity and phagocytosis (Shi et al., 2008; Tugal et al., 2013). We 

showed that FOXP1 inhibition reverted the effect of miR-132-3p neutralization on 
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macrophage polarization, therefore confirming its implication in this process. In agreement 

with this, FOXP1 expression was anti-correlated to that of miR-132-3p and CSF1R in Mtb-

infected MϕTHP-1-1, as well as in HA mice lungs and CD11b+ sorted cells. Furthermore, we 

observed that the effect of rifampicin treatment in the HA mouse model, which is known to 

induce M2-like polarization (Wang et al., 2017b), mimicked the inhibition of miR-132, which 

induces the up- and down expression of FOXP1 and CSF1R, respectively, and decreased the 

expression of pro-inflammatory genes such as CXCL2, CXCL10, IL6, IL23A, IL7R, IL15RA 

(supplementary figure S4). Whether miR-132-3p is directly involved in the rifampicin-induced 

M2-like change still needs to be investigated. 

Nevertheless, it seems paradoxical for miR-132-3p inhibition to play a protective role 

against Mtb while promoting M2-like responses, known to be permissive to Mtb. Macrophage 

polarization constitute a versatile spectrum (Mosser and Edwards, 2008), and Mtb has been 

shown to trigger an ambiguous M1/M2-like phenotype to its own benefits (Pisu et al., 2021; 

Rao Muvva et al., 2019). Although miR-132-3p expression increased while M1-like markers 

progressively decreased over time after infection, we found that infected MϕTHP-1-1 showed 

higher expression of these M1 markers compared to uninfected macrophages. Our data 

suggest that, upon infection, MϕTHP-1-1 progressively drifted towards a less pro-

inflammatory phenotype but remained pro-inflammatory. 

Considering the variety of miR-132-3p targets, it is also possible that miR-132-3p itself 

might promote both types of polarization, actively participating in the shift to this peculiar 

macrophage phenotype. This is for example the case for EP300, a validated target of miR-132-

3p in human macrophages (Ni et al., 201), which functions are versatile. Indeed, although it 

has recognized M2-like promoting effects (Li et al., 2021), it also has been shown to elicit pro-

inflammatory effects (Deng et al., 2004a) including on IFNγ signaling cascade (Ni et al., 2014). 

Additionally, as Mtb uses macrophages to escape host immune responses (Brites and 

Gagneux, 2015), the beneficial effect of FOXP1 upregulation in Mtb infected macrophages 

could be due to diminished phagocytosis (Shi et al., 2008), condemning more extracellular 

Mtb to be exposed to secreted antimicrobial compounds such has reactive oxygen species 

(ROS) (Herb and Schramm, 2021). Indeed, even if Mtb has the ability to circumvent 

macrophage intracellular ROS production, the bacilli possess high vulnerability to extracellular 

ROS (Tyagi et al., 2015). Thus, we can hypothesize that upregulation of FOXP1 mediated by 
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miR-132-3p neutralization, exerts additional beneficial effects on the host response. In 

contrast, the upregulation of FOXP1 in dendritic cells acts in favour of inflammation (Guo et 

al., 2019), implying that the full regulatory spectrum of this transcription factor and its 

functions in TB are not yet fully elucidated. 

In conclusion, we have identified and attributed a novel role to the miR-132/FOXP1 axis in 

the response of macrophages to Mtb infection: the control of their mitochondrial metabolism 

and polarization switch. Our work provides insight into the inability of macrophages to control 

Mtb burden during the early stage of infection, and brings in vivo proof-of-concept 

experiments to control bacterial load by neutralizing miR-132-3p that opens new therapeutic 

avenues for TB. 
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Figure and Legends

Figure 1: MiR-132-3p controls Mycobacterium tuberculosis replication in human and mice macrophages. 

a) Schematic illustration of the highly acute tuberculosis infection mice model (HA). Female C57/BL6 mice were 

infected with 106 Mtb by the intranasal route. Mice were sacrificed 11 days after infection and lung were removed 

and homogenized for mRNA extraction and CFU count. b) Haematoxylin and Eosin and c) Ziehl-Neelsen staining 

of lung, with 40, 200 and 400X of magnitude, respectively. Arrows show: 1- macrophage infiltration, 2- large 

macrophages with bacilli, 3- neutrophil aggregates and 4- Large macrophage containing Mtb bacilli in purple. d-

e) miR-132-3p expression levels in total lung (d) or lung CD11b+ sorted macrophages (e) from HA or healthy 

mice. f) Schematic illustration of miR-132-3p antagonist treatment of HA mice model (HA). Mice were infected 

with 106 Mtb and treated 2 times by miR-132-3p (Anti-132) and control (Anti-CTRL) antagoniRs at days 1 and 3, 

by the intranasal route. Mice were sacrificed 6 days after Mtb-infection. g) MiR-132-3p expression level in total

lung of HA mice treated with miR-132-3p (Anti-132) and control (Anti-CTRL) antagonists. Colony-forming unit 

(CFU) corresponding to 1 day and 6 days after infection were quantified. Bars represents CFU for pre-treatment 

lung CFU burden, (Day1) or vehicle (Day6); 3 days treatment with 20 mg/kg rifampicin (rifampicin), and treatment 

with miR-132-3p (Anti-132) or control (Anti-CTRL) antagoniRs h) Schematic illustration of in-vitro human Mtb-

infection experiment, in PMA-differentiated THP-1 macrophages (MϕTHP-1-1) and in primary human 

CD14+monocyte derived macrophages (hMDM).i-j) miR-132-3p expression in hMDM (i) and MϕTHP-1-1(j) 

X
X

X

X
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infected with Mtb. White and grey colors corresponded to Non-Infected (NI) and Mtb-infected (INF) conditions, 

respectively. k) miR-132-3p expression levels in Mtb-infected MϕTHP-1-1 and transfected with miR-132-3p 

(Anti-132) and CTRL (anti-CTRL) antagoniRs. Fluorescence quantification of Mtb stained with HCS 

CellMaskTM Blue, using ArrayScan™ instrument. White and grey colors corresponded to Non-Infected (NI) and 

Mtb-infected (INF) conditions, respectively. Light and dark grey colours corresponded to control (Anti-CTRL) 

and miR-132-3p (Anti-132) antagoniRs, respectively. Results are expressed as mean ± SEM of 3 to 6 independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01. and ***p<0.001 
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Figure 2: miR-132-3p targets Forkhead box P1 (FOXP1), a tuberculosis-infection susceptibility gene. a) 

schematic representation of the binding site of miR-132-3p on the 3'UTR of FOXP1 in human and mouse b) 

Luciferase activity levels upon co-transfection of HEK293 cells with a luciferase construct (50 ng) containing 

3’UTR of FOXP1 together with control pre-miR, pre-miR-132-3p (premiR-132) or antagomiR-132-3p (Anti-132)

(n=4). Kinetics results are shown after transfection and expressed as mean ± SEM. Data are representative of two 

independent experiments. *p< 0.05 compared with antagomiR-132-3p and pre-miR-132. c) FOXP1 expression 

levels in MϕTHP-1-1(c) and hMDM (d) transfected with miR-132-3p (Anti-132) and CTRL (anti-CTRL)

antagonists, at 48 hours post-transfection, respectively.e-g) FOXP1 expression levels in Mtb-infected or not 

MϕTHP-1-1(e), hMDM (f) and CD11b+ (g) macrophages, at 3-, 4- and 11-days post-infection, respectively. White 

and grey colours corresponded to Non-Infected (NI) and Mtb-infected (INF) conditions, respectively. h) FOXP1

expression levels in Mtb-infected lung from HA mouse model, treated or not with Rifampicin (RIF40). Mice 

received 8 doses of 40 mg/kg and were sacrificed 11 days after infection. Grey and black colours correspond to 

Mtb (INF) and Mtb with rifampicin treatment (INF+RIF40) infection conditions, respectively. Results are 

expressed as mean ± SEM of 3 to 6 independent experiments. *p<0.05, and **p<0.01.
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Figure 3: miR-132-3p controls macrophage polarization and mitochondrial metabolism, during Mtb

infection (a) CXCL10 and MRC1 expression levels in Mtb-infected hMDM, at 48 hours post-infection. White and 

grey colours correspond to non-infected (NI) and Mtb-infected (INF) conditions, respectively. (b) hMDM were 

polarized into M1- and M2-like macrophages using IFNγ (20ng/ml) and LPS (100ng/ml), and IL4, IL13 (25ng/ml) 

stimulation, for 48 hours. MiR-132-3p expression level was quantified using RT-qPCR, and M1- and M2-like

polarization phenotype was monitored by quantification of CXCL11 and MRC1 mRNA. (c) FOXP1 expression 

level was quantified using RT-qPCR. (d) Real time analysis of OCR for MϕTHP-1-1 polarized into M1- (circles) 

and M2-like (triangles) macrophage phenotypes. Before polarization, MϕTHP-1-1were transfected with miR-132-

3p (Black colour) or control (White colour) antagonists. (e) Basal OCR obtained before oligomycin injection, (f) 

spare respiratory capacity (SRC) calculated as the difference between maximal and basal OCR, and relative proton 

leak. (g) MRC1 expression levels in M1-like (White colour) and M2 (Black colour) macrophage phenotypes 

transfected with miR-132-3p or control antagonists. (h-i) hMDM were transfected with siFOXP1, or Anti-132, or 

co-transfected with Anti-132 and si-FOXP1 for 48 hours. (h) FOXP1 expression level was quantified using RT-

qPCR. (k) Mitochondrial gene mt-ND1 and mt-ATP6 expression levels were quantified in Mtb-infected hMDMs 

transfected with Anti-132 and antI-C1, at 4 days. Results are expressed as mean ± SEM of 3 to 10 independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01. and ***p<0.001
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Figure S1: miR-132-3p dependent reduction of Mtb burden is equivalent to a 10 nM rifampicin treatment 

in MϕTHP-1-1 a) Fluorescence of GFP-expressing Mtb was measured inside MϕTHP-1-1 after 3 and 4 days of 

infection for Anti-132 transfection and rifampicin treatment, respectively. THP-1 monocytes were transfected with 

Anti-132 36 hours before MϕTHP-1-1 infection and rifampicin treatment was administered 24 hours after infection 

in independent MϕTHP-1-1 cultures. b) Mtb survival in HA mice lungs after 11 days of daily treatment with 10, 

20, 40 or 60 mg/kg Rifampicin. Results are expressed as mean ± SEM *p<0.05, **p<0.01. and ***p<0.001
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Figure S2: CSFR1 expression level is inversely correlated with FOXP1. a) CSFR1 expression levels in CD14+

monocyte and hMDM, using RT-qPCR. (b-c) CSFR1 expression levels in Mtb-infected hMDM b) and MϕTHP-

1-1 c), at 72 hours post-infection. White and grey colours corresponded to non-infected (NI) and Mtb-infected 

(INF) conditions, respectively. d) CSFR1 expression levels in Mtb-infected lung from HA mouse model, treated 

or not with Rifampicin (RIF40). Mice received 8 doses of 40 mg/kg and were sacrificed 11 days after infection.

Results are expressed as mean ± SEM of 3 to 10 independent experiments. *p<0.05, **p<0.01. and ***p<0.001 
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Figure S4: miR-132-3p neutralization increased four validated target genes HBEGF, EP300, FOXO1 and 
FOXO3, associated with TB and M2-LIKE polarization mechanism, in Mtb-infected macrophages. Mtb-

Infected hMDM and MϕTHP-1-1were transfected with with miR-132-3p (Anti-132) and CTRL (anti-CTRL)

antagoniRs. Forty-eight hours post-infection, mRNA was extracted and HBEGF, EP300, FOXO1 and FOXO3

expression levels were quantified using RT-qPCR in MϕTHP-1-1 (a) and hMDM (b). Results are expressed as 

mean ± SEM of 3 to 6 independent experiments. *p<0.05
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Figure S3: Rifampicin induces a phenotype shift from M2-like to M1-like macrophages infected with Mtb

Expression levels of immune related genes in mice treated with 40 mg/kg of Rifampicin and in MϕTHP-1-1 

transfected with Anti-132 as compared to untreated controls. Results are expressed as mean ± SEM of 3 to 10 

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01. and ***p<0.001 
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3. Article 3 

3.1 Introduction 

La réponse immunitaire générée chez l’Homme par l’infection avec Mtb est complexe. Dans 

un premier temps, elle repose principalement sur les mécanismes de défense mis en place par 

les macrophages. Très vite, ces derniers recrutent d’autres cellules immunitaires innées, puis, 

si cette réponse précoce ne parvient pas à éliminer l’infection, un granulome se forme pour 

contenir la dissémination de Mtb. Le granulome est une structure multicellulaire composée 

de cellules immunitaires innées et acquises e.g macrophages, cellules dendritiques, Natural 

Killers, lymphocytes B et T (L. Huang et Russell 2017; Mattila et al. 2013). La tuberculose est 

considérée comme une maladie liée à la défaillance du système immunitaire (Crawford et 

Curtis, 2008). Par conséquent, pour améliorer les thérapies actuelles, l’intérêt de la recherche 

se porte de plus en plus sur les thérapies dirigées par l’hôte afin d’améliorer la réponse 

immunitaire au cours de l’infection et optimiser le traitement antibiotique (Abreu, Giri, et 

Quinn 2020). 

Compte tenu du rôle précoce et primordial des macrophages au cours de l’infection 

(Huynh, Joshi, et Brown 2011; Upadhyay, Mittal, et Philips 2018), de nombreux modèles 

d’infection intra-macrophages sont utilisés pour la recherche, notamment par l’industrie 

pharmaceutique. Parmi ces modèles, les cellules de la lignée monocytaire THP-1 différenciées 

en macrophages (MϕTHP-1) sont très utilisées (Tedesco et al. 2018). J’ai, par ailleurs réalisé la 

quasi-totalité de mes études fonctionnelles dans ce modèle, essentiellement pour des raisons 

pratiques. En effet, les THP-1 sont des cellules immortalisées, simples à cultiver, et qui 

permettent une reproductibilité des résultats (Tedesco et al. 2018). Cependant, comme toute 

lignée cellulaire, les THP-1 ont aussi des limites. Au niveau de la réponse inflammatoire, elles 

ne reproduisent que de façon partielle la réponse des monocytes humains primaires 

différenciés en macrophages (hMDM) et infectés ex vivo (Madhvi et al. 2019). A ce jour, 

aucune étude n’a été menée pour comparer leur réponse à celle des macrophages alvéolaires 

humains (hAM) in vivo et ex vivo.  

Bien que les modèles d’infection intramacrophages soient simples à mettre en place, ils ne 

permettent pas de reproduire la complexité de la réponse immunitaire in vivo. Ainsi, des 

modèles in vitro plus complexes ont été développés. Par exemple, le modèle Hollow fiber 
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(Cavaleri et Manolis 2015; Kloprogge et al. 2019) et des modèles reposants sur des structures 

organoïdes permettant de reproduire des assemblages cellulaires similaires aux granulomes 

in vitro (Iakobachvili et al. 2021). En pharmacologie, les modèles murins de tuberculose sont 

également très utilisés, du fait de leur praticité (gain de place) et des paramètres qu’ils 

permettent d’étudier (pour revue (Orme et Ordway 2016), e.g pharmacocinétique, 

pharmacodynamique, signes cliniques. J’ai donc également utilisé un modèle murin 

d’infection précoce (le modèle Highly Acute, HA) pour étudier le rôle de miR-132 au cours de 

l’étude réalisée en deuxième partie de mes travaux et pour compléter l’utilisation des modèles 

d’infection in vitro. 

La troisième partie de mes travaux de recherche a été consacrée à évaluer la réponse 

inflammatoire des modèles que j’ai utilisés dans mes travaux, i.e. MϕTHP-1, hMDM et 

macrophages pulmonaires CD11b+ de souris infectées selon le modèle HA (HA-CD11b+), et à 

la comparer à celle des hAM infectés in vivo et ex vivo, grâce à l’exploitation de données 

provenant d’études transcriptomiques déjà publiées. J’ai également étudié la réponse 

inflammatoire des MϕTHP-1 cultivés en conditions hypoxiques (hypoxia-MϕTHP-1) afin de 

reproduire une des conditions environnementales présentes dans les granulomes et d’induire, 

dans ce type cellulaire, l’accumulation de gouttelettes lipidiques. La comparaison a été 

effectuée à partir des transcriptomes de gènes liés à la réponse de l’hôte en contexte de 

MϕTHP-1, hypoxia-MϕTHP-1, hMDM et HA-CD11b+ infectés, et j’ai recherché l’expression de 

ces gènes dans deux jeux de donnés publiés par Lavalett et al. (2017) et Papp et al. (2018). 

Ces résultats, pour l’instant très préliminaires, feront l’objet d’un troisième article. J’ai 

réalisé et analysé le transcriptome de plusieurs autres modèles d’infections, notamment : les 

macrophages murins de la lignée RAW264.7, les MϕTHP-1 infectés avec M. marinum, les 

extraits de poumons totaux de modèles d’infection murins HA, chronique et C3Heb/Fej. Ces 

modèles n’ont pour l’instant pas pu être intégrés à l’analyse car il manque des expériences 

pour permettre leur exploitation. 

Cette troisième partie de mes travaux a donc, à ce jour, permis d’identifier treize gènes qui 

sont conservés entre les MϕTHP-1, hMDM et HA-CD11b+ infectés, et qui pourraient être 

utilisés à des fins translationnelles. L’expression de douze de ces gènes serait également 

conservée dans les hAM infectés ex vivo avec Mtb. Mes résultats ont également montré que 

la culture en condition hypoxique permet de reproduire assez fidèlement la réponse 
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inflammatoire des hAM in vivo, dont la caractéristique principale est une faible régulation des 

gènes de la réponse inflammatoire. 

Ces résultats permettent donc une meilleure caractérisation de la réponse inflammatoire 

des modèles utilisés pour étudier la tuberculose. Cette caractérisation est très importante 

pour faire une utilisation éclairée de ces modèles, notamment dans le contexte de la 

recherche de thérapies dirigées par l’hôte. 
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Abstract: Tuberculosis (TB) is considered a host immune failure disease. Mycobacterium 

tuberculosis residence within the host induces drug tolerance. Hence, host directed therapies 

are of interest to improve the immune response and potentiate TB treatment and / or 

vaccination. Macrophage are the main host cells for Mtb. TB in vitro macrophage models and 

murine TB in vivo models, developed to mimic in vivo human macrophage or lungs infection, 

are used for pharmaceutical research. However, the inflammatory response triggered by Mtb 

infection in TB model is yet to be fully characterized. In our study, we use a transcriptomic 

approach to quantify 184 human or 181 murine host response related genes in three early 

macrophage response models (i.e. THP-1 differentiated in macrophage MϕTHP-1, human 

primary monocyte derived macrophage (hMDM) and CD11b+ sorted macrophages from 

mouse lungs infected following the highly acute TB model (HA-CD11b+)), and one late 

macrophage response model (hypoxia stimulated MϕTHP-1). We compared their expression 

profiles to that of ex vivo and in vivo (from TB patients) human alveolar macrophages (hAM) 

infected with Mtb. We identified 12 genes that can translate ex vivo hAM response of to 

MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+. We suggests that the hypoxia stimulated MϕTHP-1 is 

relevant to mimic in vivo hAM response. Or work provides further understanding on TB models 
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inflammatory response and highlights the importance of choosing the appropriate models due 

to differences in their inflammatory response. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis models, host directed therapy, 

macrophage, host response, inflammatory response, hypoxia 
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Introduction 

As reported by WHO (WHO, 2020), Tuberculosis’ mortality in 2020 was estimated to be 

about 1.5 to 1.7 million worldwide, which makes it the second most deadly infectious disease 

behind Covid-19. But unlike Covid-19, mortality from Tuberculosis (TB) is mostly associated 

with poverty, and there is widespread drug resistance to the potent four drug combination 

composed of rifampicin, ethambutol, isoniazid and pyrazinamide used to treat TB. Moreover 

tuberculosis itself as well as the long six month cure leaves the patients with severe lung 

damage, reduced respiratory capacity as well as with the many adverse effects of the 

antibiotics  (Yang et al. 2017) as well as generate long lasting damage to the microbiome 

(O’Toole et Gautam 2018). The limitation of current therapies urges the need for protective 

vaccines. Indeed, upon infection with mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent 

of TB, only 5% of the population will develop an active primary TB in the following 1 to 2 years, 

whereas 95% of immunocompetent population will either completely eradicate or be able to 

contain the bacteria to develop a latent tuberculosis infection (LTBI), from which some will 

relapse into active TB, even years after their first exposure to the bacterium. Although specific 

biomarkers (Sudbury et al. 2020) and exhaustive causes of reactivation are still a matter of 

debate (Cardona 2016), immune system deficiency is clearly involved: LTBI can be reactivated 

in immunocompromised individuals, like in the case of human immunodeficiency virus (HIV) 

or with the use of an anti-tumour necrosis (TNF) factor therapy (Crawford et Curtis 2008). 

Consequently, targeting the immune response through host directed therapies (HDT) is now 

considered one of  the key strategies in future therapies for TB (Abreu, Giri, et Quinn 2020). 

As the implication of the host immune response is an essential factor to vaccine, total 

cure and HDT, understanding the host response to Mtb infection is a key. When it comes to 

host cells, macrophages are of particular interest as they are Mtb main cellular niche and for 

they trigger an inflammatory response that shapes the innate immunity (Upadhyay, Mittal, et 

Philips 2018). Moreover, Mtb delays the acquired immunity so, during the 4 - 6 first weeks of 

the infection in humans (12 days in mice), the host response relies entirely on innate 

immunity, then particularly on macrophages, (Wolf et al. 2008), while this period is reduced 

to 4 – 7 days in other bacterial infections (Charles A Janeway et al. 2001). If macrophages fail 

to clear the infection during this early phase, the recruitment of other innate immune cells 

and later of adaptive immune cells to the site of the infection leads to the formation of the 
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tuberculous granuloma into which Mtb can persist to hostile environmental factors (e.g. 

drugs, hypoxia, nutrient starvation) for years either in an active or in a latent form. Therefore, 

Mtb has developed many mechanisms to hijack macrophage response to its own benefits and 

establish successful infection. For instance, Mtb is able to shift macrophage polarisation to 

settle a pro/anti-inflammatory balanced phenotype that is beneficial for its survival 

(Upadhyay, Mittal, et Philips 2018). Reciprocally, residence within macrophages influences 

Mtb physiology and triggers bacterial defence mechanisms involved in drug tolerance (Adams 

et al. 2011). Hence, in vitro macrophage models and in vivo animal models have been used to 

predict drugs’ efficiency on the different Mtb phenotypes that can only be obtained in human 

TB (Yuan et Sampson 2018). 

The predictive value of in vitro and in vivo models depends on their ability to mimic TB 

patients’ lung macrophage response. However, most models used in pharmaceutical research 

have not been extensively studied on the host-pathogen interaction point of view. 

In this study, we challenged, in a transcriptional manner, the host response to Mtb 

infection triggered in four TB models. The host response was measured using RT-qPCR with 

two custom Taqman low density arrays (TLDA) allowing the quantification of 184 human 

(described by Bade et al. (2021)) or 181 murine genes that encompass the full landscape of 

host immune responses. As no gold standard exists that comprehends all human TB in vivo 

conditions (Yuan et Sampson 2018), to model the early primo infection of naïve macrophages, 

we used THP-1 derived macrophages (MϕTHP-1), ex vivo primary human blood monocytes 

derived into  macrophages (hMDM) as well as ex vivo macrophages sorted from a short (11 

days) highly acute (HA) murine TB infection model  (Ballinger et al. 2019; Couturier et al. 2016). 

Then, as a late infection cellular model we chose to analyse in vitro generated foamy 

macrophage cells  (Daniel et al. 2011). We questioned whether these models could 

recapitulate human disease by introducing two published datasets using PCA analysis: i) ex 

vivo human alveolar macrophages (hAM) infected with Mtb (Papp et al. 2018) and ii) in vivo 

hAM collected from bronco-alveolar lavages of TB patients (in vivo hAM).  

Globally, our analysis is an attempt to characterize commonly used in vitro models of 

infected macrophages, MϕTHP-1 and hMDM compared to murine (HA-CD11b+), sorted from 

an extensively used murine model in drug discovery. We identified 13 commonly upregulated 

genes upon infection in these models as a signature of early Mtb infection. Twelve of these 13 
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genes showed the same tendency observed in ex vivo infected hAM dataset. Then, we propose 

hypoxia-MϕTHP-1 as a pertinent late infection macrophage model to mimic the in vivo hAM 

response in patient lungs. 

 

Materials and Methods 

Mycobacterial strains and cultures  

M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) was purchased from the American Tissue Culture 

Collection (ATCC). For in vitro intracellular assays, we used fluorescent strains for H37Rv, kind 

gift from IPBS, Toulouse. H37Rv cultures were grown at 37°C and 5% CO2 in Middlebrook 7H9 

broth supplemented with 10% Middlebrook Oleic Albumin Dextrose Catalase (Difco, Livonia, 

MI). Cultures were grown to a mid-log phase, then frozen with 10% glycerol at −80°C in 1.5 ml 

aliquots prior to infection.  

Cell cultures  

The human monocytic cell line THP-1 cells (TIB-202) was purchased from the ATCC. Cells 

were cultured in 24 well plates (Corning) and differentiated into MϕTHP-1 or into hypoxia-

MϕTHP-1 24 hours prior to infection with 40 ng/mL phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

in RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ Supplement (Gibco) with 10% FBS (Gibco) at 37°C, 5% CO2 

under aerobic or hypoxic conditions, respectively. Hypoxia was induced by incubation into 

Genbox-jar hermetic chambers (Biomerieux) with Genbox-anaer deoxidizing agent 

(Biomerieux) similarly as described by Ito et al. (2015) and hypoxia was confirmed by the use 

Anaer-indicator colorimetric assay (Biomerieux). Cell viability before experiments was 

measured by trypan blue exclusion and was greater than 97%. MϕTHP-1 were infected with 

H37Rv at a multiplicity of infection of 1:1, for 1 hour in their respective media RPMI 1640 

medium GlutaMAX™ Supplement with 10% HiFBS, then both MϕTHP-1 and hypoxia- MϕTHP-

1 were cultivated for 48 hours in respective culture conditions post infection.  

hMDMs were obtained by extracting CD14+ primary human monocytes from peripheral 

blood of healthy donors anonymously provided by the French Blood Establishment (EFS, 

Lyon). CD14+ monocytes were extracted from whole blood using autoMACS® Pro Separator, 
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Whole Blood Column Kit and StraightFrom® Whole Blood CD14 MicroBeads (Miltenyi) 

according to the manufacturer’s instruction. Cell viability was measured by trypan blue 

exclusion and was always greater 80%. CD14+ monocytes were then plated in 24 well plates 

(Corning) or in 96 wells plates (Greiner) at a density of 400 000 cells or 71 000 cells per well 

respectively. Three days prior to infection, CD14+ monocytes were differentiated into CD14+ 

hMDM with 50 µg/ml Rh-GMCSF (Miltenyi) in RPMI 1640 Medium GlutaMAX™ Supplement 

(Gibco) with 10% human serum (Sigma-Aldrich) at 37°C, 5% CO2. hMDMs were infected with 

H37Rv at a multiplicity of infection of 1:1, for 1 hour in their respective media RPMI 1640 

medium GlutaMAX™ Supplement with 10% HiFBS and cells were kept at 37°C, 5% CO2
 for 3 

and 5 days. 

Mouse models f infections 

The mouse treatment procedures were approved by the Animal Care and Use 

Committee of Sanofi. Female BALB/c mice aged 5 to 7 weeks were purchased from Janvier 

Laboratories, France. Mice were housed at 5 animals per cage with sterile bedding in HEPA–

filtered racks (Tecniplast, France) in certified animal biosafety level 3 (ABSL-3) laboratories. 

Temperatures were maintained at 65-75°F (~18-23 °C) with 40-60% humidity. Specific 

pathogen-free status was verified by testing sentinel mice housed within the same rack. Mice 

had ad libitum access to water and food pellets. Mice were rested 1 week before infection, 

and then exposed to H37Rv Mtb (ATCC 27294) by the intranasal route. Ten mice were infected 

following a highly acute (HA) infection scheme (Ballinger et al. 2019; Couturier et al. 2016). On 

day 0, mice were infected with 106 bacteria (50 μL) from a freshly grown culture of Mtb. Five 

mice were sacrificed the following day, their lungs were aseptically removed and 

homogenized in PBS/glycerol, then lung extracts were plated to determine the number of CFU 

implanted in the lungs. The number of viable organisms was determined by plating serial 

dilutions in PBS on Middlebrook 7H11 agar supplemented with OADC 10% and glycerol 0.5%. 

Plates were incubated at 37 °C for 3 weeks. After 11 days of infection, the lungs were 

aseptically removed and were used either for CFU count, RNA quantification or HA-CD11b+ 

isolation. RNA was extracted from 1/6 of le lungs and preserved in RNA later (Qiagen) at 4°C. 

Half of the lung was dissociated with the mouse lung dissociation kit (Miltenyi) using the 
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gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi), then HA-CD11b+ were positively sorted with magnetic 

beads (Miltenyi).  

Gene profiling  

Total RNA including miRNAs was extracted from lung or macrophages using Maxwell® 

RSC Instrument (Promega) and Maxwell® RSC miRNA Tissue Kit (Promega) according to the 

manufacturer’s protocol. RNA concentration was measured with QIAxpert System (Qiagen) 

and RNA integrity was evaluated by automated electrophoresis with TapeStation Systems 

(Agilent). 

Reverse transcription of total mRNA was performed with 500 ng total RNA using 

SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (Applied Biosystems). mRNA expression profiles were 

analyzed using customized TaqMan® Array (Sup. Table 1) according to the manufacturer’s 

instructions.  

Data and Statistical Analysis 

The mRNA content extracted from MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ was normalized to 

GAPDH, GAPDH and GUSB or PPIA expression, respectively. Then, relative expression and 

expression fold changes were calculated following the ΔCt and 2ΔΔCt methods, respectively. 

Briefly: ΔCt = Ctgene – Ctendogenous control and ΔΔCt = ΔCt treated sample – ΔCt untreated 

control. Heatmaps, principal components analysis (PCA) and density of the gene expression 

were calculated with R software (https://www.r-project.org/). Heatmaps were calculated with 

Pearson’s correlation distance method and complete linkage. We used GraphPad Prism 8 for 

statistical analysis. Student’s t-tests were used on ΔCt to compare treated samples to their 

controls and a FC ≥ 2 as well as a P value ≤ 0.05 were used as a cut off to identify significantly 

deregulated genes (DEGs). Genes with Ct ≥ 32 were excluded from heatmap, PCA and DEGs 

analysis. 

Results 

Mtb triggers the upregulation of 13 common DEGs in early macrophage response models: 

MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ 
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Minimal inhibitory concentration (MIC) of two major anti-TB antibiotics, rifampicin and 

isoniazid, measured in both hMDM and MϕTHP-1 are comparable (data not shown) and Mtb-

infected MϕTHP-1 are often used as a reproducible and reliable surrogate for macrophages 

(Madhvi et al. 2019) in antibiotic drug discovery. However, less is known about the immune 

environment in early macrophage responses to Mtb infection, we therefore used three 

models to mimic the early response, described in Table 1: MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+. 

The host immune response was analysed by RT-qPCR using two custom Taqman low density 

arrays (TLDA) allowing the quantification of 184 human (described by Bade et al. (2021)) or 

181 murine genes that encompass the full landscape of host immune responses (sup table 1).  

In MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+, we were able to analyze 131, 145 and 154 gene 

above a threshold of Ct >32, repectively. Mtb infection led to the significant upregulation (FC 

≥ 2, P-value ≤ 0.05) of 73, 41 and 35 genes, as well as the downregulation of 9, 3, 28 genes in 

MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+, respectively (Fig 2A, Table 1). We aimed at identifying the 

common DEGs that could be used for translational purpose among all models. In order to do 

so, we performed a Venn analysis which revealed that, as expected, for they both are from 

human origin, MϕTHP-1 and hMDM shared more common DEGs than either of them shared 

with HA-CD11b+ (Fig 2B-C). MϕTHP-1 and hMDM shared 30 upregulated (Fig 2B) and 1 

downregulated DEGs (Fig 2C). HA-CD11b+ shared 18 and 16 upregulated DEGs with MϕTHP-1 

and hMDM and no downregulated DEG (Fig 2B-C). Among the upregulated DEGs, 13 were 

commonly induced by all three conditions: CCL20, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CXCL2, CXCL3, 

CXCL5, IL15, IL1A, IL1B, TNF and TNFSF15 (Fig 2A, Table 1). 

Altogether, these data demonstrated that in vitro MϕTHP-1 and ex vivo hMDM that 

were both infected in vitro with Mtb upregulated more DEGs than HA-CD11b+. However, 

MϕTHP-1 and hMDM host response could translate the upregulation of 13 host response 

related genes to the HA-CD11b+ host response. 

The late macrophage response in vitro model hypoxia- MϕTHP-1 is unresponsive to Mtb 

infection 

People receiving antituberculous therapy are no longer in the naïve early phase of the 

infection as TB is diagnosed only when individuals already suffer TB symptoms. At this time of 

the infection, the infected individual is likely to harbour early or more mature granulomas. 
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Hence, early macrophage response such as that of MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ and ex 

vivo hAM might not confer the most relevant model to mimic the late in vivo hAM response 

of TB patients in need for a drug treatment. Therefore, as hypoxia is a feature of tuberculous 

granuloma, we used Mtb-infected hypoxia-MϕTHP-1 as a late macrophage model (Daniel et 

al. 2011) (Fig 1). As previously described (Daniel et al. 2011), these cells develop a foamy-like 

phenotype with lipid inclusions (data not shown) and  Mtb has a non-replicative phenotype 

(data not shown). We searched for the DEGs induced by Mtb infection as compared to the 

uninfected controls. Among the 111 genes with Ct ≤ 32, we identified only 1 DEG: CCR6 (FC = 

4.23 and p-value = 0.047).  

To characterize the differences between early and late macrophage response models, 

we further compared hypoxia-MϕTHP-1 RT-qPCR gene expression profile to that of MϕTHP-1 

and hMDM, the two early human macrophage models analysed with the same technology. In 

99.1% of hypoxia-MϕTHP-1 genes had a fold change ≤ 2 as compared to the uninfected 

controls while this proportion dropped to 51%, 40.9% and 33.8% in hMDM, HA-CD11b+ and 

MϕTHP-1, respectively (Fig 3A-D).  

In conclusion, our results show that the main difference observed between the early and 

late macrophage response to Mtb infection is the overall number of DEGs induced as hypoxia-

MϕTHP-1 were unresponsive to the infection as opposed to the other three early macrophage 

response models : MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+. 

Hypoxia-MϕTHP-1 + host response is the closest to that of in vivo hAM in TB patients 

To evaluate if the four previously cited in vitro and ex vivo early and late macrophage 

response models (Fig 1) would recapitulate human alveolar macrophage responses, we 

compared their expression profiles that of two datasets published by Lavalett and colleagues 

(2017) and Papp and colleagues (2018) obtained from microarray transcriptomics of hAM 

collected from TB patients broncho alveolar lavage (BAL) and RNA-sequencing of ex vivo hAM 

collected from healthy donors BAL, then infected with Mtb for 24 hours, respectively. We 

compared the log2 fold changes of the host response genes (as compared to their relative 

uninfected controls) of these two published data sets to those of the MϕTHP-1, hMDM and 

HA-CD11b+ models in an unsupervised manner using a PCA (Fig 4A). The PCA showed that, the 

transcriptome of the 184 host response genes that was the most similar to that of in vivo hAM 
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was that triggered hypoxia-MϕTHP-1, followed by that of ex vivo hAM and the HA-CD11b+, 

then hMDM and MϕTHP-1. In order to confirm these results based on PCA observation, we 

performed an unsupervised hierarchical clustering of genes, whereas samples were not 

clustered so similar patterns in gene regulation between each group could be identified 

without fold changes values interfering with sample distribution (Fig 4B). The heatmap 

showed that the particular characteristic of in vivo hAM host response to Mtb infection was a 

weaker gene modulation as compared to all the TB models. Comparison of all unsupervised 

gene expression patterns confirmed that of hypoxia-MϕTHP-1 shared more similarities with 

that on in vivo hAM with less gene modulation than all the TB models designed to mimic early 

macrophage response. MϕTHP-1 response, on the other hand showed a strong tendency to 

upregulate host response genes after TB infection, as observed, to a lesser extent, in hMDMs. 

HA-CD11b+ exhibited a tampered gene regulation with a comparable proportion of genes 

showing a tendency of up- and downregulation (Fig 3B), which reflected the up- and 

downregulated DEGs more balance ratio in this model (Fig 3 B and C). 

Finally, with consideration to the limitations of this study, our findings confirmed that, 

the expression profiles of all models showed that hypoxia-MϕTHP-1 were more similar to in 

vivo hAM response and the common characteristic of their response was a weaker response 

as compared to the other models. 

Discussion 

WHO has declared TB as a global emergency since 1993. Mtb successfulness as a 

pathogen is due to its ability to manipulate macrophage defence from the beginning of the 

infection. Macrophages shape the innate immune response to Mtb infection and are either 

responsible for the early clearance of the infection or for the formation of granulomas when 

they fail to control Mtb’s proliferation (Upadhyay, Mittal, et Philips 2018). Understanding the 

early macrophage response to TB infection and why they fail to restrict Mtb is crucial for 

developing therapies based on enhanced trained immunity. Mtb interaction with 

macrophages can lead to an unprotective host response causing drug tolerance, persistence 

of the bacteria and acquisition of drug resistance (Vyas et Goswami 2017; Wolf et al. 2008; 

2008). Hence, new curative and preventive therapies are now focusing on HDT and trained 

immunity to fight the disease (Abreu, Giri, et Quinn 2020; Benn et al. 2013; Khader et al. 2019). 

Intra-macrophage and mouse infection models have been extensively used for 
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pharmaceutical research. However, a better understanding of these models and overall 

macrophage early naïve as well as late host response in much needed to make progress on 

deciphering the implication of trained immunity in TB and the discovery of HDT. In this study, 

we quantified the expressions of 184 human and 181 murine host response genes in four TB 

models. We used three early macrophage models: MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ 

(macrophage isolated from HA model , before the strike of adaptive immunity (Wolf et al. 

2008)), and another macrophage model: hypoxia-MϕTHP-1, that mimics conditions 

encountered by Mtb in later stage of TB infection, e.g. hypoxia and hight triacylglycerol 

content as carbon source.  We compared their transcription profiles to that of two published 

datasets obtained from RNA-sequencing of ex vivo hAM (Papp et al., 2018) and microarray 

quantification of in vivo hAM (Lavalette et al., 2017) that represent the early naïve and the 

late macrophage responses to Mtb infection, respectively. 

Even though AMs are composed of at least 3 heterogeneous subpopulations with 

divergent restrictive pro-inflammatory or permissive anti-inflammatory phenotypes; at the 

population level AMs are less pro-inflammatory and more permissive to Mtb infection than 

blood monocyte derived macrophages (Pisu et al., 2021). For instance, the lack of oxidative 

burst from hAM upon pro-inflammatory stimulation as compared to hMDM has been 

observed since the 80’s (Fels et Cohn 1986; Greening et Lowrie 1983). AMs response is 

predetermined by their nature as Mtb infection of naïve ex vivo AM fails to upregulate the 

transcription of many pro-inflammatory genes as compared to murine bone marrow derived 

macrophages (Rothchild et al., 2019). Consistently, we showed that murine and human lung 

macrophages, i.e. HA-CD11b+ and ex vivo hAM, respectively, exhibited a close and more 

tampered response than that of MϕTHP-1 and hMDM originating from human healthy blood 

donors. This observation was in accordance to, Papp et al. (2018) study, which showed that 

hMDM induce more DEGs than hAM following Mtb infection. Rothchild et al. (2019) showed 

that murine AMs early response to in vivo Mtb infection does not differ from that of mice 

inoculation with inert beads. The authors hypothesized that AMs pathogen recognition might 

inhibited by lung factors to prevent chronic inflammation from everyday exposure to inhaled 

particles and microbes. Lung anti-inflammatory factors in non-pathological conditions 

comprehend the surfactant and the signaling of TGF-β secretion from airway epithelial cells 

(Woo, Jeong, et Chung 2021). Unfortunately, this non aggressive response is beneficial for 

Mtb, as globally, murine AMs are more permissive to the infection than recruited 
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macrophages (Cohen et al. 2018; Huang et al. 2018; Pisu et al. 2021), highlighting the crucial 

role of a proper inflammatory response to control the infection. Despite the inconsistencies 

between the different early responses, we identified 13 common upregulated DEGs in 

MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ that were reported as significantly upregulated by Papp et 

al. (2018) in ex vivo hAM as well. Interestingly, all these DEGs except for IL15 are also identified 

as upregulated DEGs in hAM Papp et al. (2018) study. This suggests that a core regulation of 

host response genes might exist and could be used for translational studies.  

The hypoxia-MϕTHP-1 late response model and in vivo hAMs induced the regulation of 

a much lower number of host response genes than did all the early response models. Hypoxia-

MϕTHP-1 regulated only 0.9% of the detectable host response genes with only one DEG (i.e. 

CCR6) and Lavalette et al. (2017) study relates the significant regulation of only five host 

response genes in in vivo hAM: i.e. CCL22, CCL5, CCL8, CD163, CXCL5, CXCL9, IL1B and LTB. 

Accordingly, Mtb infection dims hAM ability to produce a protective response overtime as ex 

vivo infection of hAM from TB patients triggers a reduced inflammatory response as compared 

to naïve hAM from healthy individuals (Lavalett, Ortega, et Barrera 2020). These changes likely 

require systemic modifications of the lung environment, because, on the contrary, ex vivo Mtb 

infection of naïve hAM shifts to a more a more pro-inflammatory response overtime and tends 

to resemble that of hMDM (Papp et al. 2018). TB is diagnosed in individuals that present 

symptom and that are likely to have developed granulomas. Granulomas are cellular dense 

structures that deprive the cells from oxygen. Hypoxia triggers a stress response leading to 

the upregulation of Mtb dormancy regulon DosR (Galagan et al. 2013; Peterson et al. 2020). 

The bacterial genes controlled by DosR cause Mtb replication arrest, which allows immune 

eviction (Pisu et al. 2021). Hence, this might explain why Hypoxia-MϕTHP-1 only upregulated 

one DEG upon Mtb infection and permitted to obtain an expression profile that was even more 

similar to in vivo hAM than that of ex vivo hAM. 

To conclude, our transcriptional comparison of macrophage response to Mtb infection 

highlighted the importance of in vivo environmental signals shaping the immune response. 

Therefore, macrophage that do not originate from lungs produced a strong pro-inflammatory 

response that differed from that of the much-tampered lung macrophages and should be used 

carefully to study HDT and trained immunity. However, utilisation of an in vivo environmental 

stress such as hypoxia permitted to close the gap between TB patient in vivo hAM and MϕTHP-

1 responses.  
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Figure 1 Description of tuberculosis models used in this study. Early macrophage response models: MφTHP-1, hMDM and 
HA-CD11b+. Hypoxia- MφTHP-1 were used as a late infection model. Hypoxia was induced by culture of MφTHP-1 in hermetic 
chambers in which oxygen was depleted by the use of a deoxidizing agent as described by Ito et al. (2015).



135

Figure 2. Mtb triggers the upregulation of 13 common DEGs in early macrophage response models: MϕTHP-1, hMDM and 
HA-CD11b+. A) Number of significantly up- and downregulated genes in Mtb-infected-MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ as 
compared to their relative uninfected controls. Venn diagrams showing the common or specific up- (B) or down- (c) regulated 
DEGs in MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ infected with Mtb.
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Figure 3. The late macrophage response in vitro model hypoxia- MϕTHP-1 is unresponsive to Mtb infection. Volcanoplots 
showing significantly upregulated (red) or downregulated (green) and not significant (grey) genes in hypoxia- MϕTHP-1 (A), 
MϕTHP-1 (B), hMDM (C), HA-CD11b+ (D).
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Figure 4. The host response triggered by the late macrophage response in vitro model hypoxia- MϕTHP-1 mimics that of 
in vivo hAM of TB patients the best. A) Unsupervised PCA presentation of samples distribution depending on their 
expression of host response related genes following Mtb infection. B) Unsupervised hierarchical clustering of samples 
distribution depending on their expression of host response related genes following Mtb infection. 
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 MϕTHP-1 hMDM HA-CD11b+ 

Gene Fold change P-value Fold change P-value Fold change P-value 

CCL20 34.70 <0.001 698.93 <0.001 12.59 0.036 

CCL3 13.18 <0.001 4.44 <0.001 4.48 <0.001 

CCL4 198.64 <0.001 17.26 0.001 6.73 <0.001 

CCL5 3.15 0.002 44.66 <0.001 4.02 0.005 

CCL8 104.11 <0.001 10.70 0.027 235.73 <0.001 

CXCL2 84.33 <0.001 12.31 <0.001 3.06 <0.001 

CXCL3 146.02 <0.001 14.90 0.001 6.12 <0.001 

CXCL5 409.01 0.001 13.55 0.002 60.05 <0.001 

IL15 11.33 0.002 5.33 0.001 4.57 <0.001 

IL1A 10.75 <0.001 10.24 <0.001 21.75 <0.001 

IL1B 86.94 <0.001 136.90 <0.001 2.58 <0.001 

TNF 10.7331378 <0.001 11.58 <0.001 8.92 <0.001 

TNFSF15 2.98142077 0.002 5.15 0.001 6.91 <0.001 

ACKR4 2.11 0.021 1.05 0.798 ND ND 

AXL 2.76 <0.001 1.64 0.522 0.56 0.005 

CCL1 ND ND 86.16 <0.001 ND ND 

CCL17 23.70 0.001 5.89 0.012 0.14 <0.001 

CCL19 182.03 <0.001 159.68 0.004 ND ND 

CCL2 89.51 <0.001 0.84 0.855 1.75 0.003 

CCL21 0.02 <0.001 ND ND ND ND 

CCL22 2.43 0.042 1.72 0.162 0.36 0.001 

CCL24 3.54 0.002 0.75 0.642 0.36 <0.001 

CCL7 351.41 <0.001 0.88 0.865 10.53 <0.001 

CCR2 0.17 0.001 ND ND 1.27 0.308 

CCR3 1.94 0.044 1.29 0.606 9.11 0.008 

CCR4 5.69 <0.001 ND ND 1.87 0.071 

CCR5 2.73 <0.001 1.35 0.218 0.51 0.065 

CCR6 8.23 <0.001 3.71 0.626 1.73 0.116 

CCR7 9280.58 <0.001 39.95 <0.001 1.73 0.248 

CCR9 5.62 0.002 ND ND 1.19 0.533 

CCRL2 5.06 <0.001 1.35 0.230 0.38 0.053 

CD163 2.24 0.036 0.33 0.065 4.13 0.014 

CD40 6.14 <0.001 3.04 <0.001 0.34 0.006 

CD70 1.20 0.256 4.63 0.004 ND ND 

CX3CL1 ND ND 2.70 0.028 0.43 0.010 

CX3CR1 0.09 <0.001 1.76 0.273 3.94 0.002 

CXCL10 70.18 <0.001 1.23 0.924 124.59 <0.001 

CXCL11 152.54 <0.001 69.65 0.114 520.23 <0.001 

CXCL12 3.90 0.004 20.78 0.112 0.62 0.133 

Cxcl13 ND ND ND ND 15.74 <0.001 

Cxcl15 ND ND ND ND 0.36 0.007 

CXCL8 129.61 <0.001 50.70 <0.001 ND ND 

CXCL9 106.01 <0.001 144.91 0.056 268.91 <0.001 

CXCR2 0.15 0.001 0.20 <0.001 0.50 0.087 

CXCR5 3.29 0.001 2.86 0.026 1.13 0.733 
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EBI3 42.40 <0.001 276.47 <0.001 1.49 0.069 

FAS 5.44 <0.001 1.23 0.414 0.32 0.011 

Fasl ND ND ND ND 0.34 0.015 

Ifna1 ND ND 0.36 0.165 0.38 0.009 

IFNA4 27.59 0.003 4.67 0.331 ND ND 

IFNAR1 2.99 <0.001 ND ND 1.16 0.327 

IFNB1 5.16 <0.001 1.28 0.808 0.60 0.027 

Ifne ND ND 0.27 0.189 0.48 0.014 

IFNG ND ND 24.88 0.039 2.59 0.015 

IFNGR1 0.99 0.948 1.12 0.351 2.75 0.017 

IFNGR2 3.31 <0.001 1.49 0.020 0.70 0.089 

Ifnk ND ND 3.67 0.274 0.45 0.006 

IL10 20.74 <0.001 0.64 0.167 2.34 0.107 

IL10RA 2.96 0.001 1.47 0.114 1.41 0.044 

Il12a ND ND 2.46 0.618 13.68 <0.001 

IL12B ND ND 2336.28 <0.001 2.87 0.004 

IL12RB1 1.40 0.099 2.01 0.028 0.15 0.011 

Il13 ND ND ND ND 0.14 <0.001 

IL15RA 35.83 <0.001 9.01 <0.001 0.19 0.002 

IL16 0.43 0.006 0.57 0.074 0.85 0.253 

Il17a ND ND 1.42 0.529 82.25 0.003 

IL17C ND ND 24.44 0.029 ND ND 

Il17f ND ND 1.42 0.529 32.72 0.022 

IL18 2.40 0.036 2.55 <0.001 1.84 0.103 

IL18BP 1.32 0.177 0.74 0.338 0.06 0.004 

IL18R1 8.50 <0.001 8.86 0.131 1.96 0.136 

Il1f9 ND ND ND ND 6.47 <0.001 

IL1R1 23.05 <0.001 0.49 0.125 1.68 0.219 

IL1R2 65.12 <0.001 0.38 0.057 1.05 0.848 

Il1rl1 ND ND 0.45 0.495 6.37 0.006 

IL1RN 3.68 <0.001 1.47 0.029 0.13 0.017 

IL21R 0.89 0.708 0.90 0.768 0.34 0.001 

IL23A 27.97 <0.001 62.16 <0.001 93.44 0.175 

IL23R 404.50 0.006 ND ND 0.46 0.042 

IL24 25.56 <0.001 39.92 0.005 ND ND 

IL27 ND ND 3.04 0.003 6.20 <0.001 

IL32 104.04 <0.001 98.29 <0.001 ND ND 

IL33 0.27 0.017 1.64 0.779 0.54 0.057 

IL34 70.42 0.003 ND ND 0.66 0.453 

Il4 ND ND ND ND 0.01 0.006 

Il5ra ND ND ND ND 10.73 0.009 

IL6 26.1003998 <0.001 126.15 <0.001 0.81 0.349 

Il6ra ND ND ND ND 2.12 0.014 

IL7 41.0696287 <0.001 2.21 0.130 1.25 0.522 

IL7R 36.3781431 <0.001 4.51 <0.001 0.61 0.163 

LTA 1.58776786 0.058 18.83 0.036 1.66 0.246 

LTB 0.41841312 0.008 0.93 0.751 4.06 0.001 



 

140 
 

PF4 ND ND 7.81 0.019 0.22 <0.001 

PPBP 7.11567195 0.003 1.91 0.356 0.56 0.168 

TLR1 1.07437676 0.669 1.45 0.034 0.33 0.018 

TLR10 5.21981979 0.013 ND ND ND ND 

TLR2 0.84833148 0.440 4.37 0.006 0.42 0.034 

TLR3 5.02108797 0.001 1.62 0.605 0.71 0.078 

TLR4 0.97603176 0.895 0.72 0.181 0.30 0.010 

TLR5 2.94649537 0.003 0.55 0.035 1.76 0.084 

TLR7 0.19264278 0.001 0.53 0.102 2.04 0.015 

TLR8 2.59188193 0.004 0.47 0.045 1.60 0.059 

TNFRSF10B 2.14652057 0.021 1.22 0.235 0.89 0.746 

TNFRSF11B 18.8697055 0.001 ND ND 0.64 0.367 

TNFRSF12A 3.179941 <0.001 1.09 0.587 1.94 0.039 

TNFRSF13C 0.38475181 0.011 ND ND 1.26 0.445 

TNFRSF14 8.47962227 <0.001 1.01 0.942 0.48 0.002 

Tnfrsf17 ND ND ND ND 8.04 0.005 

TNFRSF18 30.4844159 <0.001 5.26 0.005 2.01 0.117 

TNFRSF1B 4.20177818 0.001 0.11 0.384 0.93 0.652 

TNFRSF21 2.22067767 0.001 0.49 0.029 1.90 0.018 

Tnfrsf23 ND ND ND ND 0.14 0.014 

Tnfrsf26 ND ND ND ND 0.21 0.003 

TNFRSF4 4.08121864 0.020 11.38 <0.001 0.71 0.319 

TNFRSF9 50.074354 <0.001 3.64 <0.001 0.40 0.020 

TNFSF10 8.3570861 <0.001 1.86 0.189 1.61 0.215 

TNFSF13B 6.00431639 <0.001 1.88 0.195 1.57 0.036 

Tnfsf9 ND ND 1.62 0.023 0.49 0.009 

Table 1 DEGs induced by Mtb infection in MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+. Expression of genes significantly expressed 

following Mtb infection in either of each model as compared to their relative uninfected controls. In grey, common DEGs 

between MϕTHP-1, hMDM and HA-CD11b+ 
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D. Conclusion et perspectives 

Comme en témoigne l’intérêt grandissant pour les thérapies dirigées par l’hôte et les 

immunothérapies, dont certaines sont en cours d’essai clinique (D. L. Costa, Maiga, et Subbian 

2021; C. Young, Walzl, et Du Plessis 2020), il est maintenant admis que la réponse immunitaire  

pourrait être la clef, à la fois dans la prévention mais aussi de la guérison de la tuberculose 

active, et que les macrophages jouent un rôle crucial dans cette défense contre l’infection 

(Gideon et al. 2015; Jenner et Young 2005; Vyas et Goswami 2017; Abreu, Giri, et Quinn 2020; 

Paik et al. 2018). En ciblant les cellules hôtes plutôt que le bacille, le risque de résistance 

pourrait être considérablement réduit, tout en menant à une guérison plus rapide de la 

maladie. Les miARN, dont le  rôle dans la régulation de la réponse inflammatoire des 

macrophages a été établit dans le contexte de la tuberculose, sont de potentielles cibles 

thérapeutiques (Alipoor et al. 2020; Ruiz-Tagle, Naves, et Balcells 2020; A. K. Singh et al. 2021). 

La découverte de telles thérapies repose sur la compréhension des moyens mis en œuvre par 

Mtb pour modifier la réponse inflammatoire, et notamment l’expression des miARN par les 

macrophages. Mes travaux de recherche avaient pour objectif d’approfondir les 

connaissances dans ce domaine. Dans un premier temps j’ai identifié les gènes de la réponse 

inflammatoire des macrophages liée à la virulence de Mtb et les miARN qui les régulent. Parmi 

ces miARN, j’ai caractérisé le rôle joué par miR-132-3p au cours de l’infection in vitro et in vivo 

dans un modèle murin. Enfin, j’ai fait une analyse rétrospective de comparaison de la réponse 

inflammatoire dans les différents modèles de tuberculoses utilisés au cours de mes travaux. 

Cette analyse a permis d’identifier les similitudes et les dissimilitudes entre ces modèles. La 

comparaison avec la réponse obtenue dans les hAM infectés ex vivo et in vivo (chez les 

patients tuberculeux) m’a permis d’avoir un regard critique sur les résultats que j’ai obtenus. 

1. Comparaison et évaluation de la réponse inflammatoire de 

modèles de tuberculose utilisés dans ces travaux  

Au cours de mes travaux, en raison de la variabilité observée entre les donneurs, j’ai été 

confrontée à la difficulté d’obtenir des résultats reproductibles avec les macrophages dérivés 

de monocytes primaires humains. Les études fonctionnelles de l’effet de miR-132-3p et de 

FOXP1 ont donc été majoritairement réalisées avec des MϕTHP-1. Pour les mêmes raisons, la 

recherche des gènes liés à la virulence de Mtb et des miARN régulés au cours de l’infection a 
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été effectuée dans le même type cellulaire. Les MϕTHP-1 sont décrits comme un modèle 

fiable pour étudier la réponse à l’infection avec Mtb (Madhvi et al. 2019). Cependant, comme 

toutes les lignées cellulaires, les THP-1 présentent à la fois des avantages, principalement liés 

à leur facilité d’utilisation et la reproductibilité qu’elles permettent dans les expériences, mais 

aussi des limites. En effet, les MϕTHP-1 polarisées en M1 ou M2 permettent une reproduction 

simplifiée et partielle de la réponse des macrophages primaires humains (Tedesco et al. 2018). 

Alors que les MϕTHP-1 sont couramment utilisées dans la recherche pharmaceutique pour 

découvrir de nouveaux antibiotiques, ces cellules sont beaucoup moins bien caractérisées 

comme modèle d’immunothérapie ou de thérapie dirigée par l’hôte. Dans la dernière partie 

de mes travaux, et comme sujet d’intérêt pour Evotec dans le cadre de ma bourse CIFRE, je 

me suis posé la question de savoir quel modèle, ou combinaison de modèles, serait le plus 

comparable aux cellules de patients. J’ai donc comparé l’expression des gènes de la réponse 

inflammatoire dans différents modèles d’infection : primaires (hMDM, CD11b+ extraits des 

poumons de souris infectées selon un modèle d’infection aigüe), lignée cellulaire (MϕTHP-1), 

ainsi que des données publiées provenant d’études transcriptomiques réalisées sur des 

macrophages alvéolaires de patients tuberculeux (Lavalett et al. 2017) et des hAM de 

donneurs sains, infectés ex vivo avec Mtb (Papp et al. 2018). Pour les données de patients 

tuberculeux, il est intéressant de noter que la maladie est diagnostiquée lorsque les patients 

présentent des symptômes et que probablement ils ont déjà développé des granulomes 

(Getnet et al. 2017). Notamment, dans l’étude de Lavalett et al. (2017), utilisée pour exploiter 

les données transcriptomiques de hAM de patients tuberculeux, les patients présentaient tous 

des lésions pulmonaires. Au vu des résultats préliminaires obtenus, j’ai également souhaité 

inclure dans mon étude des MϕTHP-1 infectés par Mtb en condition hypoxique (hypoxia-

MϕTHP-1). Ces cellules présentent en effet beaucoup d’inclusions lipidiques (Daniel et al. 

2011), comme cela est observé dans le cas des macrophages spumeux. Ces deux conditions, 

hypoxie et forte concentration en lipides, sont également retrouvées dans le stress 

environnemental généré par les  granulomes (Sarathy et Dartois, 2020). 

La comparaison au niveau du transcriptome de la réponse immunitaire m’a permis de 

constater : (i) que la réponse inflammatoire des MϕTHP-1 et des hMDM infectés en condition 

aérobie est plus intense que celle des macrophages de patients tuberculeux, pour lesquels 

l’expression de ces mêmes gènes est très peu modulée, comme c’est le cas dans le modèle 
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des THP1 hypoxiques, (ii) que les macrophages alvéolaires de donneurs sains infectés ex vivo 

miment une infection plus précoce, et (iii) que les macrophages CD11b+ murins infectés in vivo 

présentent une réponse inflammatoire qui se rapproche le plus de celle des macrophages 

alvéolaires humains infectés ex vivo.  

Cette étude a été réalisée à la fin de ma thèse et donc, malheureusement, toutes les 

conditions que je souhaitais comparer n’ont pas pu être intégrées. Notamment, l’intégration 

de transcriptomes de macrophages infectés et non infectés traités à la rifampicine ou stimulés 

par des signaux de polarisation de type M1 et de type M2. La réponse des macrophages 

polarisés naïfs aurait permis de définir les repères d’un axe d’inflammation visualisable sur la 

représentation graphique d’une analyse en composante principale. Cet axe ferait de l’analyse 

en composante principale un outil intuitif permettant d’évaluer la réponse inflammatoire des 

modèles avant et après infection. De même, cet outil paraissait intéressant pour étudier, de 

façon chronologique, l’effet des composés antituberculeux testés à Evotec sur la réponse des 

macrophages. L’un des aspects ayant motivé cette comparaison est qu’elle pourrait peut-être 

permettre de caractériser des marqueurs d’échec ou de réussite thérapeutique, afin 

d’identifier rapidement des composés qui induisent une réponse protectrice des 

macrophages. 

Toutefois, une des limitations de ce travail est que la réponse inflammatoire, bien qu’elle 

occupe le rôle de maître d’orchestre dans la défense des macrophages au cours de l’infection, 

ne permet pas une analyse exhaustive des voies détournées par Mtb pour assurer sa survie. 

Afin de compléter cette analyse, il serait très intéressant d’ajouter une comparaison de 

l’expression des miARN. De même, une approche transcriptomique plus globale, comme le 

RNA-seq permettrait, bien évidemment, une meilleure caractérisation des modèles. Par 

ailleurs, la caractérisation de l’état métabolique de Mtb et la réalisation de son transcriptome 

dans chaque modèle serait un élément déterminant pour évaluer plus précisément l’effet de 

chaque modèle sur le cours de l’infection. 

2. Identification des gènes de la réponse de l’hôte et des 

miARN liés à la virulence de Mtb 

L’un des axes de mon travail fut de caractériser comment l’infection par Mtb modifie la 

transcription des gènes de la réponse inflammatoire des macrophages, et ce qui fait de celle-
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ci une réponse particulière par rapport à celle induite par des mycobactéries non virulentes 

chez l’Homme : M. marinum et H37Ra. Mes résultats ont identifié 30 gènes de la réponse 

inflammatoire spécifiquement liée à la virulence dont l’expression était putativement 

contrôlée par 37 miARN, également régulés au cours de l’infection. Ces gènes sont 

principalement impliqués dans l’activation de l’inflammasome, le recrutement des autres 

cellules immunitaires et dans l’induction de l’apoptose.  

Cette analyse a été effectuée in vitro dans des MϕTHP-1 et d’après la comparaison des 

modèles de tuberculose que j’ai effectuée, il apparait évident qu’il faudrait confirmer ces 

résultats dans d’autres modèles comme les hAM infectés ex vivo, ou in vivo dans le modèle 

murin HA. Toutefois, la liste de ces gènes, et des miARN qui les régulent, offre de nouvelles 

pistes à explorer pour mieux comprendre la façon dont Mtb détourne la réponse 

inflammatoire du macrophage. Grâce à la capacité qu’ont les miARN de cibler plusieurs mARN 

différents (Saliminejad et al. 2019), il est de surcroit possible de rechercher, parmi leurs cibles, 

des gènes d’intérêt impliqués dans d’autres voies que la réponse inflammatoire. C’est ainsi, 

en recherchant les cibles les plus pertinentes, pour leur implication connue dans 

l’inflammation et la tuberculose, que j’ai identifié le couple miR-132-3p / FOXP1, dont l’étude 

a définit l’axe principal de mon projet de recherche. 

3. Etude du rôle de miR-132-3p dans la réponse 

inflammatoire des macrophages infectés par Mtb 

MiR-132-3p est un miARN conservé dans l’évolution des espèces et les cibles de ce miARN 

sont également conservées, notamment entre l’Humain et la souris (Haviv et al. 2018). Une 

analyse in silico menée par la même équipe prédisait que miR-132-3p était impliqué dans les 

processus inflammatoires à la fois chez l’Homme et la souris, ce qui sous-entendait qu’il 

pourrait être déterminant dans l’infection. De plus, le gène FOXP1, cible de miR-132,  est un 

marqueur de susceptibilité à la tuberculose (Grant et al. 2016; Harishankar, Selvaraj, et 

Bethunaickan 2018), qui est de surcroit impliqué dans des mécanismes clés de la défense des 

macrophages (C. Shi et al. 2008b). L’étude de l’implication de l’axe miR-132-3p / FOXP1 dans 

l’infection par Mtb a permis de mettre en évidence pour la première fois : (i) le rôle délétère 

de miR-132-3p pour la défense de l’hôte in vitro dans les macrophages humains et in vivo chez 

la souris, (ii) son interaction directe avec la région 3’-UTR du gène FOXP1, et (iii) l’implication 
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de cet axe de régulation dans le changement de la polarisation des macrophages. Ces résultats 

feront l’objet d’un article que nous envisageons de soumettre au journal « Cell Host and 

Microbe ».  

A court terme, pour enrichir cet article avant sa soumission, je souhaite confirmer que la 

surexpression du gène FOXP1, suite à l’inhibition de miR-132, se traduit par une augmentation 

de la quantité de la protéine FOXP1. Des expériences complémentaires de quantification de 

FOXP1 par western blot sont actuellement en cours. Les résultats préliminaires, qui doivent 

certes être reproduits, montrent une augmentation de l’expression de FOXP1 à hauteur de 

20%. Mes résultats ont montré que l’inhibition de miR-132-3p était capable de diminuer la 

charge bactérienne dans des modèles in vitro et in vivo de tuberculose. Il serait ainsi 

intéressant d’explorer le rôle de sa cible, FOXP1, lors de l’infection avec Mtb, par exemple, en 

inhibant FOXP1 par ARN interférence avant de mesurer la charge bactérienne dans ces mêmes 

modèles. D’après les transcriptomes de la réponse inflammatoire que j’ai réalisés pour 

comparer les modèles de tuberculose utilisés au cours de ma thèse, il serait très intéressant 

d’évaluer le rôle fonctionnel de miR-132-3p et de FOXP1 dans les macrophages murins CD11b+ 

et dans le modèle des THP1–hypoxiques, pour essayer de s’approcher des conditions 

physiologiques de l’infection tardive chez l’Homme. Par ailleurs, une expérience est en cours 

pour à la fois répéter et enrichir les résultats obtenus dans le modèle HA in vivo. L’étude est 

répétée avec le même protocole, et en parallèle, avec un sacrifice plus tardif des souris (11 

jours après infection) et des doses plus fortes d’inhibiteur de miR-132-3p (1 mg/kg contre 0,2 

et 0,5 mg/kg utilisés dans mon étude).   

Le rôle protecteur de l’inhibiteur de miR-132-3p que j’ai observé dans les phases précoces 

de l’infection, suggère qu’il pourrait être intéressant d’envisager une inhibition de miR-132-

3p pour potentialiser l’effet immunisant des vaccins, dans le cadre d’une stratégie 

d’entrainement de l’immunité innée. Les thérapies préventives ciblant l’immunité innée 

reposent sur la capacité des cellules immunitaires innées à garder une stimulation en 

mémoire, afin de répondre plus efficacement au même stress par la suite (Khader et al., 2019; 

Netea et al., 2016; Sheedy et Divangahi, 2021). Cette mémoire semble liée à des régulations 

épigénétiques, notamment dans les macrophages stimulés avec BCG (Pisu et al. 2021). Il serait 

donc très intéressant d’analyser le profil de régulation épigénétique des macrophages traités 

avec l’inhibiteur de miR-132, d’évaluer si cette régulation perdure et se révèlerait 
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prometteuse, en complémentarité de la vaccination, pour prévenir l’infection. Par ailleurs, la 

mise sur le marché des vaccins à ARNm pour lutter contre l’épidémie de COVID-19 

(Commissioner, 2021) ouvre une voie encourageante pour les thérapies basées sur les miARN, 

notamment comme adjuvants des vaccins.  

Les macrophages alvéolaires ont un faible taux de renouvellement et peuvent résider 

plusieurs années dans les poumons (Woo, Jeong, et Chung 2021). En ce qui concerne les 

macrophages recrutés, ils sont renouvelés plus rapidement et leur durée de vie est plus courte 

(Evren, Ringqvist, et Willinger 2020). Par conséquent, dans le cas d’une thérapie préventive, il 

est plus bénéfique de cibler les macrophages alvéolaires. L’étude que j’ai menée sur miR-132-

3p dans le modèle murin HA ne ciblait pas les macrophages alvéolaires qui expriment peu 

l’intégrine CD11b et fortement l’intégrine CD11c (CD11blowCD11chi). A l’inverse, les 

macrophages recrutés ont un phénotype CD11bhiCD11clow. Comme ces populations 

répondent différemment à l’infection (L. Huang et al. 2018; Pisu et al. 2021), et que les 

macrophages interstitiels recrutés au cours de l’infection finissent par constituer plus de 70% 

de la totalité des macrophages pulmonaires (Pisu et al. 2021), en réalisant un tri positif des 

macrophages CD11b+, mes résultats reflètent en grande majorité la réponse des macrophages 

interstitiels. Il serait donc très intéressant d’étudier l’effet de l’inhibition de miR-132-3p 

spécifiquement dans les macrophages alvéolaires infectés. De plus, la caractérisation récente 

des différentes populations de macrophages alvéolaires et interstitiels à l’état naïf et au cours 

de l’infection avec Mtb (Pisu et al. 2021; Chakarov et al. 2019; Westphalen et al. 2014) suggère 

que l’inhibition de miR-132-3p pourrait avoir un effet différent dans chacune de ces sous 

populations. L’étude de l’inhibition de miR-132-3p sur la défense de ces populations de 

macrophages au cours de l’infection permettrait d’identifier le type cellulaire le plus 

avantageux pour inhiber miR-132-3p afin d’obtenir une réponse protective. De nombreuses 

méthodes ont été développées dans le but d’adresser les miARN à un type cellulaire spécifique 

(Yong Fu, Chen, et Huang 2019). L’adressage spécifique de petit ARN dans les macrophages, à 

l’echelle de la population globale, mais principalement à la sous population des macrophages 

anti-inflammatoires, est possible grâce à l’utilisation de groupement de résidus mannose 

reconnus par le recepteur MRC1 des macrophages (Kaps et al. 2020). Du fait que la 

caractérisation des sous-population de macrophages pulmonaires ait été réalisée par RNAseq 

dans les études parues à ce jour, aucun marqueur membranaire permettant de les discriminer 
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n’a été identifié (Evren et al. 2021; Pisu et al. 2021; Chakarov et al. 2019; Westphalen et al. 

2014). A ce jour, la méthode la plus couramment utilisée pour cibler les macrophages 

pulmonaires demeure l’instillation par voise nasale ou intratrachéale qui ne permettent 

malheureusement pas de cibler un sous-type de macrophages pulmonaires particulier. Cette 

voie d’inoculation permet tout de même de limiter la diffusion systémique des miARN. In fine, 

ils sont également distribués dans de nombreux organes, notamment dans le foie, les reins, la 

rate et le cœur, mais à des concentrations moindre (Schlosser, Taha, et Stewart 2018). Ainsi, 

le développement de nouveaux vecteurs pour cibler spécifiquement des sous populations de 

macrophages sera favorable à l’application, en tuberculose, de thérapies basées sur l’inhibiton 

de miR-132. Par ailleurs, un ciblage précis permettra de limiter les effets non spécifiques « off-

target ». Ces effets constituent l’une des premières limite à l’utilisation d’un miARN ou d’un 

inhibiteur de miARN chez l’Homme, en raison des centaines d’ARNm que les miARN sont 

susceptibles de contrôler (S. Zhang et al. 2021), et du fait que cette régulation dépend 

beaucoup du type cellulaire (Nam et al. 2014). Cependant, une étude clinique en phase Ib 

montre l’inocuité de l’injection par intraveineuse d’un inhibiteur de miR-132-3p afin lutter 

contre les déficiences cardiaques (Taubel et al. 2021). Ces résultats sont à confirmer dans le 

contexte de l’infection avec Mtb mais ouvrent une voie prometteuse pour l’inhibtion de miR-

132-3p afin de traiter d’autres pathologies. 

La thérapie curative actuelle pour soigner la tuberculose repose sur une combinaison de 

quatre antibiotiques (Isoniazide , Rifampicine , Ethambutol et Pyrazinamide) et, dans le cas de 

la tuberculose multi-résistante, sur une nouvelle combinaison de trois antibiotiques 

(Bédaquilline, Prétonamid et Linézolide) approuvé en 2019 par la FDA (Conradie et al. 2020). 

Comme le montrent les essais thérapeutiques récents (D. L. Costa, Maiga, et Subbian 2021; C. 

Young, Walzl, et Du Plessis 2020), les immunothérapies ciblant la réponse de l’hôte ne seront 

jamais envisagées en tant que monothérapie. D’après les résultats que j’ai obtenus, 

l’inhibition ciblée de miR-132-3p semble prometteuse pour améliorer la défense de l’hôte à 

une étape précoce de l’infection mais cela restera à vérifier dans des conditions 

expérimentales se rapprochant d’une thérapie envisageable chez l’Homme. Ainsi, une 

perspective intéressante, issue de mon travail, serait de mesurer si une co-administration d’un 

inhibiteur de miR-132-3p avec des antibiotiques pourrait avoir des effets bénéfiques dans un 

modèle murin de tuberculose. En prenant en compte la complexité et l’importance de la 
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cinétique de la réponse immunitaire de l’hôte dans la pathologie de la tuberculose, et comme 

pour toutes les immunothérapies, le moment optimal d’administration de l’inhibiteur de miR-

132-3p sera crucial. Par exemple, la stimulation des cellules Mucosal-associated invariant T 

(MAIT) peut avoir un effet délétère ou bénéfique selon que l’infection est respectivement à 

un stade précoce ou tardif (Sakai et al. 2021). Les modèles que j’ai utilisés pour les études de 

perte de fonction avec un inhibiteur de miR-132, sont des modèles d’infection précoce. En 

effet, in vitro, les macrophages ont été infectés entre 2 et 5 jours, et in vivo les souris infectées, 

traitées avec l’inhibiteur de miR-132, ont été sacrifiées après 6 jours d’infection. Nous avons 

ciblé les mécanismes précoces de réponse à l’infection, avant que l’immunité adaptative ne 

soit recrutée (Wolf et al. 2008; Charles A Janeway et al. 2001). Afin de déterminer, le moment 

optimal pour administrer l’inhibiteur de miR-132, il serait alors intéressant d’utiliser des 

modèles murins qui permettent une infection à long terme ou des modèles humanisés dans 

lesquels on observe la formation de granulomes pour contenir l’infection, comme observé 

dans des modèles murins d’infection chronique de la souris C3HeB/FeJ (Irwin et al. 2015). 

Cette caractérisation pourra également être réalisée in vitro sur des hMDM qui, 

expérimentalement, sont des modèles permettant de maintenir une infection à long terme 

(14 jours et plus). D’autre part, dans un même système biologique et au cours du temps, un 

miARN peut avoir des rôles régulateurs différents, voire même opposés (Nam et al. 2014). Par 

exemple, miR-155 a un effet délétère pour la souris au début de l’infection avec Mtb (Iwai et 

al. 2015), et un effet protecteur dans les phases tardives (Rothchild et al. 2016). Il sera donc 

essentiel d’étudier l’effet à long terme de l’inhibition de miR-132-3p pour évaluer comment 

cet effet perdure dans le temps.  

  

Pour conclure, les études transcriptomiques et fonctionnelles réalisées au cours de mes 

travaux ont permis d’apporter plus de lumière sur la réponse inflammatoire des macrophages 

infectés par Mtb et des miARN qui contrôlent cette réponse. Dans un premier temps, l’analyse 

intégrative des gènes de la réponse inflammatoire liée à la virulence de Mtb et des miARN 

associés a permis de réduire la liste des gènes et miARN d’intérêt à, respectivement, trente et 

trente-sept candidats potentiels. Parmi ces miARN j’ai identifié miR-132, un nouveau candidat 

lié à la virulence de Mtb. Mes résultats ont montré que ce miARN contrôle le métabolisme et 

la polarisation des macrophages au cours de l’infection et que son effet est délétère pour la 
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réponse contre l’infection. Ce nouveau rôle attribué à miR-132 permet de mieux comprendre 

l'incapacité des macrophages à contrôler Mtb pendant la phase précoce de l'infection. Mes 

résultats apportent également, et pour la première fois, une preuve de concept in vivo de 

l’efficacité de l’inhibition ciblée de miR-132-3p pour diminuer la charge bactérienne dans les 

poumons des souris infectées. Dans le contexte de l’intérêt porté actuellement sur l’immunité 

entrainée, les thérapies dirigées par l’hôte et la nouvelle utilisation des vaccins à ARNm, mes 

travaux ouvrent de nouvelles voies thérapeutiques pour la tuberculose, basées sur la 

régulation de l’expression de miR-132-3p et des gènes qu’il régule.  
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