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Introduction 

I. Le système immunitaire inné 

 

Le système immunitaire est impliqué dans la surveillance des organismes vis-à-vis des agressions 

endogènes (cellules mortes, cellules tumorales) et exogènes (microbes) et dans l’initiation de réponses 

protectrices spécifiques d’antigène. Une des caractéristiques majeures du système immunitaire est 

donc sa capacité à distinguer les éléments du soi et du non-soi afin d’éviter des réponses dirigées 

contre l’hôte. 

Le système immunitaire repose sur deux composantes : le système immunitaire inné et le système 

immunitaire adaptatif (Figure 1) : 

- la réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense contre les microbes et les 

cellules mortes ; elle est immédiate et non spécifique d’antigène, 

- l’immunité adaptative génère des réponses spécifiques d’antigène et est le support de la 

mémoire immunitaire. 

 

 

Figure 1. Les principaux acteurs cellulaires de l’immunité innée et de l’immunité adaptative. Le 
système immunitaire est composé de l’immunité innée et de l’immunité adaptative. La réponse 
immunitaire innée se déclenche quelques minutes/heures suivant la détection d’un signal de danger 
et est non spécifique d’antigène. Elle fait intervenir des barrières épithéliales, des phagocytes ainsi que 
des cellules présentatrices d’antigène. L’immunité adaptative se déclenche plus tardivement et génère 
des réponses spécifiques d’antigène, supports de la mémoire immunitaire (adapté de Abbas A.K, 
Lichtman A.H, Pillai S (2013), Les bases de l’immunologie fondamentale et clinique.) 
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Mon projet de thèse portant sur la biologie des macrophages humains, j’ai focalisé l’introduction sur 

la réponse immunitaire innée. 

 

 Généralités 

 

L’immunité innée, également appelée immunité naturelle, constitue la première ligne de défense de 

l’hôte. Elle initie une réponse rapide, dès le contact avec un microbe ou une cellule morte/anormale, 

est non spécifique d’antigène et s’articule autour de la détection et l’élimination des motifs reconnus. 

Ce système est présent dès la naissance et ne nécessite pas d’éducation préalable. L’immunité innée 

est médiée par une grande variété d’acteurs cellulaires et moléculaires qui coopèrent pour détecter et 

éliminer les microbes et les cellules « endommagées » (cellules mortes ou tumorales). Elle fait ainsi 

intervenir des barrières physiologiques, des phagocytes (tels que macrophages, cellules dendritiques 

et neutrophiles), des cellules cytotoxiques (tels que les lymphocytes Natural Killer ou NK) et des 

médiateurs solubles (tels que les facteurs du complément et les récepteurs solubles de l’immunité 

innée). 

La reconnaissance des signaux de danger est médiée par des récepteurs (connus sous le terme de 

Pattern Recognition Receptors ou PRR) spécialisés dans la reconnaissance de motifs moléculaires 

exprimés spécifiquement par les microbes ou les cellules mortes. Les motifs microbiens reconnus, 

appelés Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMP, sont conservés au cours de l’évolution et 

ne sont pas exprimés par les cellules de l’hôte alors que les motifs endogènes (exprimés par les cellules 

mourantes ou anormales, comme les cellules tumorales) sont appelés Damage-Associated Molecular 

Patterns ou DAMPs. 

La reconnaissance d’un motif de danger (exogène ou endogène) par les PRRs initie une cascade de 

signaux intracellulaires conduisant à une réponse adaptée à la nature du motif rencontré : alors que la 

reconnaissance des PAMPs ou de DAMPs exprimés par les cellules en apoptose tardive initie une 

réponse inflammatoire, la reconnaissance des cellules en apoptose précoce induit un signal de 

tolérance. Le système immunitaire inné joue donc un rôle central dans l’homéostasie tissulaire et le 

maintien de la tolérance périphérique. 

 

 Composants de l’immunité innée 

 

La première barrière de protection contre les invasions microbiennes est formée par les épithéliums 

qui séparent physiquement les tissus conjonctifs de l’environnement extérieur. Les microbes capables 

de contourner cette première ligne de défense, qui fait également intervenir des médiateurs 
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cytotoxiques ainsi que des récepteurs solubles de l’immunité innée, vont ensuite entrer en contact 

avec les effecteurs cellulaires (myéloïdes et lymphoïdes) et aux composants moléculaires de 

l’immunité innée. 

 

1. Composants cellulaires 

 

Les cellules épithéliales forment des barrières physiques ; elles composent les épithéliums de la peau 

et des muqueuses (tractus gastro-intestinale, uro-génitale et voies respiratoires). Ces cellules sont 

intimement liées entre elles par des jonctions serrées qui maintiennent l’intégrité de la barrière et 

limitent donc l’entrée des microbes dans l’organisme. Cependant, la barrière épithéliale est plus 

qu’une entité physique puisqu’elle est également capable de produire du mucus, des molécules 

antimicrobiennes (défensines, cathélicidines), des enzymes (lysozymes, protéases, phospholipases, 

peptidases) ainsi que des espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species ou ROS) qui 

participent à l’immunité antimicrobienne. Un dialogue se crée alors entre les cellules épithéliales et 

les cellules immunitaires afin de préserver l’homéostasie tissulaire et organiser la défense de l’hôte 

(Schleimer et al., 2007; Larsen et al., 2020). Si un microbe contourne cette première barrière, il se 

heurte à une deuxième ligne de défense composée des cellules immunitaires localisées sous la barrière 

épithéliale. 

Les cellules immunitaires de l’immunité innée sont représentées par : 

- les cellules myéloïdes, comprenant les cellules polynucléées ou granulocytes (neutrophiles, 

basophiles, éosinophiles) et les cellules mononucléées (monocytes, macrophages, cellules 

dendritiques), 

- les cellules d’origine lymphoïde, comprenant notamment les cellules NK, les cellules NKT, les 

lymphocytes T (dits non conventionnels) et les cellules lymphoïdes innées auxiliaires (Innate 

Lymphoid Cells ou ILC). 

 

a) Cellules d’origine myéloïde 

 

Les cellules myéloïdes sont générées à partir de progéniteurs communs dérivés des cellules souches 

de la moelle osseuse. 

Les cellules polynucléées sont générées dans la moelle osseuse et sont libérées au stade différencié 

dans la circulation sanguine d’où elles migrent dans les tissus. Elles sont caractérisées par la présence 

de granules intracytoplasmiques qui contiennent, notamment, des molécules antimicrobiennes 

préformées ; le contenu des granules est libéré vers l’espace extracellulaire lors d’une stimulation. 
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Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants de la circulation sanguine, représentant de 50 

à 70% des leucocytes circulants chez l’homme (Witko-Sarsat et al., 2000; Liew and Kubes, 2019). Les 

neutrophiles sont recrutés sur les sites d’infection/inflammation et participent à la défense contre de 

nombreux types de microbes (bactéries, protozoaires, levures) (Mayadas et al., 2014). Ils participent à 

l’élimination des micro-organismes par phagocytose (formation d’un phagosome et fusion avec les 

granules cytoplasmiques pour former le phagolysosome), libération des molécules microbicides ou 

encore formation de pièges extracellulaires (Neutrophil Extracellular Traps ou NETs) (Liew and Kubes, 

2019). 

Les granules cytoplasmiques des neutrophiles sont classés en quatre types en fonction de leur 

contenu (Borregaard and Cowland, 1997): 

- les granules primaires ou azurophiles caractérisés par la présence de la myélopéroxydase 

(MPO), de protéases (cathepsine G, élastase, protéinase 3) et de défensines. Ces granules sont 

les premiers produits au cours du développement des neutrophiles, 

- les granules secondaires ou spécifiques sont enrichis en lactoferrine, 

- les granules tertiaires ou gélatinases contiennent les métalloprotéinases matricielles (telles 

que la Matrix Metalloproteinase 9 ou MMP9), 

- les vésicules sécrétoires contiennent des protéines plasmatiques telle que l’albumine sérique. 

 

La libération des granules se produit de manière contrôlée et séquentielle (vésicules sécrétoires  

granules tertiaires  granules secondaires  granules primaires) afin de limiter l’exposition des 

cellules aux molécules cytotoxiques (Sengeløv et al., 1993). Les ROS, induits par l’activation du 

complexe NADPH oxydase, sont des acteurs majeurs de l’activité bactéricide des neutrophiles. De plus, 

les neutrophiles sont capables de libérer des fibres de chromatine et des enzymes antimicrobiennes 

formant un réseau extracellulaire d’ADN (NETs) pour capturer et éliminer les microbes extracellulaires 

(Bell, 2004; Papayannopoulos, 2018). 

Bien qu’ils soient traditionnellement décrits pour leur rôle anti-microbien, les neutrophiles peuvent 

également présenter des activités immunorégulatrices. Sur la base de la dichotomie M1/M2 décrite 

pour les macrophages, des études ont décrit deux sous-populations de neutrophiles, N1 et N2, associés 

aux tumeurs (Tumor-Associated Neutrophils ou TAN). Les neutrophiles N1 présentent une capacité de 

phagocytose et une cytotoxicité vis-à-vis des cellules tumorales alors que les neutrophiles N2 sont 

associés à une réponse inflammatoire chronique et à la promotion de la tumorigénèse (Kobayashi, 

2015; Giese et al., 2019). 
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Les basophiles et les éosinophiles représentent de 1 à 5% des leucocytes circulants (Nadif et al., 2013). 

Ils présentent une activité antimicrobienne (notamment anti-parasitaire) et sont impliqués dans les 

réactions allergiques. 

Les basophiles sécrètent de l’IL-4, cytokine clé dans la production d’IgE, ainsi que de nombreux 

médiateurs, tels que l’histamine, des protéoglycanes, des enzymes protéolytiques, des cytotoxines et 

des peptides anti-microbiens (défensines) impliqués dans les réactions inflammatoires, allergiques et 

antiparasitaires (Karasuyama et al., 2011). 

Lorsqu’ils sont activés, les éosinophiles libèrent rapidement des ROS et des médiateurs lipidiques leur 

conférant un rôle pro-inflammatoire. Ils sont impliqués dans les réponses antiparasitaires (notamment 

contre les helminthes) (Rothenberg and Hogan, 2006; Ravin and Loy, 2016). Parmi les molécules 

contenues dans leurs granules, nous pouvons citer la MBP (Major Basic Protein ou PRG2), l’ECP 

(Eosinophil Cationic Protein), l’EDN (Eosinophil-Derived Neurotoxin) et l’EPO (Eosinophil Peroxydase) 

qui présentent des activités cytolytiques (Decot and Capron, 2006). 

Après dégranulation, les granulocytes sont éliminés par phagocytose par les macrophages. 

 

Les monocytes, macrophages et cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigène 

(CPA), c’est-à-dire qu’elles sont capables d’induire/activer une réponse immunitaire adaptative en 

présentant des peptides antigéniques aux lymphocytes T via leur complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) et de classe II (CMH-II). Alors que toutes les CPA sont capables 

de stimuler les lymphocytes T activés ou mémoires, seules les cellules dendritiques (DCs) sont capables 

de stimuler des lymphocytes T naïfs ; elles sont ainsi qualifiées de CPA « professionnelles ». Les 

mécanismes d’apprêtement des antigènes seront détaillés dans la section II sur la biologie des 

macrophages. 

 

Les monocytes sont générés dans la moelle osseuse à partir des cellules souches hématopoïétiques (2 

à 10% des leucocytes), puis sont libérés dans le sang où ils circulent avant d’être recrutés dans les tissus 

en cas d’infection ou d’inflammation. Les monocytes se différencient alors en macrophages ou en DC 

en fonction de la nature des signaux reçus localement. Les cellules myéloïdes mononucléées sont 

capables d’éliminer les micro-organismes et les débris cellulaires/cellules mortes par phagocytose et 

sont également impliquées dans la présentation des antigènes aux lymphocytes T.  

 

Les DCs résident dans les tissus périphériques à l’état immature. Une fois un antigène capturé, elles 

migrent vers la zone T des organes lymphoïdes secondaires pour achever leur processus de maturation 

et présenter les peptides antigéniques aux cellules T naïves (priming). Plusieurs signaux induisent la 

maturation des DCs, tels que les PAMPs, les cytokines inflammatoires ou encore la molécule CD40 
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ligand (CD40L) exprimée par les lymphocytes T (LT) activés. Le processus de maturation est caractérisé 

par une redistribution des molécules du CMH-II des compartiments endocytaires à la surface des DCs, 

une diminution de la capacité d’internalisation des antigènes, une augmentation des molécules de 

costimulation et d’adhérence ainsi que des changements morphologiques (réorganisation du 

cytosquelette). Les DCs jouent également un rôle clé dans le maintien de la tolérance au soi car elles 

sont impliquées dans la sélection négative des lymphocytes T au niveau du thymus et au niveau des 

ganglions lymphatiques (Merad et al., 2013). 

La biologie des macrophages sera détaillée dans la section II. 

 

Les cellules myéloïdes représentent une interface importante entre immunité innée et immunité 

adaptative par : 

- la capacité à présenter des antigènes aux lymphocytes, 

- le contrôle de l’inflammation par la production de cytokines et de chimiokines, 

- la production de cytokines impliquées dans la régulation de la réponse immunitaire adaptative 

(telles que l’IL-12 qui active les cellules Th1, l’IL-23 qui active les cellules Th17 ou encore l’IL-

10 qui active les lymphocytes T régulateurs). 

 

Cependant en condition pathologiques, tel que le cancer et les pathologies inflammatoires chroniques, 

le processus de différenciation des cellules myéloïdes est altéré et fait émerger une population 

hétérogène de cellules myéloïdes appelées cellules myéloïdes suppressives ou MDSC (Gabrilovich and 

Nagaraj, 2009). Les MDSC possèdent une puissante activité immunosuppressive, illustrée notamment 

par la capacité à inhiber les lymphocytes T. L’activation des MDSC induit l’expression de facteurs 

immunosuppresseurs tels que l'arginase 1 ou iNOS impliqués dans la production de ROS et de NO 

(Gabrilovich, 2017; Hegde et al., 2021). Le terme "MDSC" semble donc associé à un état fonctionnel 

observé lors d’un contexte pathologique, plutôt qu'à une sous-population clairement définie. Deux 

sous-ensembles de MDSC ont été identifiés sur la base de leur phénotype et de leur morphologie : un 

sous-groupe de type granulocytaire ou G-MDSC (présentant des caractères des neutrophiles) et un 

sous-groupe monocytaire ou M-MDSC (présentant des caractéristiques des monocytes) (Peranzoni et 

al., 2010). 

La myélopoïèse des MDSC dans un contexte tumoral contribue à la progression de la tumeur en 

participant à la mise en place d’un environnement immunosuppresseur ainsi qu’à l'angiogenèse, au 

processus métastatique et à la résistance aux traitements. Initialement décrites dans le cancer, ces 

cellules contribuent également à l’inhibition de la réponse immunitaire dans d’autres pathologies 

notamment associées à une inflammation chronique. 
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b) Cellules d’origine lymphoïde 

 

Les cellules NK représentent le principal sous-ensemble de lymphocytes du système immunitaire inné ; 

elles représentent 5 à 20% des lymphocytes circulants chez l’homme (Langers et al., 2012). Ces cellules 

sont impliquées dans la défense contre les infections microbiennes et participent à 

l’immunosurveillance tumorale (tout en épargnant les cellules du soi) (Vivier et al., 2008). Les cellules 

NK ont une activité cytotoxique médiée par des cytokines (telles que le TNF) et des protéines 

cytotoxiques (perforines et granzymes) contenues dans les granules et libérées lorsque les cellules sont 

activées. Les cellules NK sont générées dans la moelle osseuse ainsi que dans des sites extra 

médullaires (tissus lymphoïdes secondaires, foie, utérus) (Scoville et al., 2017). Les cellules NK, 

dépourvues du récepteur des lymphocytes T (T cell receptor ou TCR), sont caractérisées par 

l’expression des marqueurs de surface CD56, CD16, d'hétérodimères CD94/NKG2 et de récepteurs de 

type immunoglobuline. Les cellules NK peuvent être classées en deux sous populations en fonction du 

niveau d’expression de CD56 : CD56bright et CD56dim. Les cellules NK CD56bright ont une faible activité 

cytotoxique et produisent des cytokines (telles que l’IFN) tandis que les cellules NK CD56dim ont une 

activité cytotoxique plus importante (Perera Molligoda Arachchige, 2021). L’activation des cellules NK 

est contrôlée par des récepteurs inhibiteurs (Killer inhibitor receptors ou KIR) ou activateurs (Killer 

activator receptors ou KAR). En condition homéostasique, le principal signal reçu par les cellules NK est 

un signal inhibiteur provenant de l’interaction des récepteurs KIRs avec des niveaux normaux de 

molécules du CMH-I par les cellules saines. En revanche, une expression réduite de molécules du CMH-

I par les cellules anormales (cellules infectées par un virus ou tumorales) entraîne une diminution des 

signaux inhibiteurs via les KIR au profit d’une signalisation via les récepteurs activateurs KAR, résultant 

en l’activation cellulaire. L’équilibre entre les signaux activateurs et inhibiteurs joue un rôle clé dans la 

régulation de l’activité des cellules NK. 

 

Les cellules NKT (Natural Killer T cell) possèdent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles 

des cellules NK et des LT (Godfrey et al., 2010). Ces cellules sont un sous ensemble rare des cellules T 

qui représente moins de 1% des lymphocytes du sang périphérique chez l’homme. Elles expriment un 

TCR « semi-invariant » impliqué dans la reconnaissance des antigènes glycolipidiques présentés par la 

protéine CD1d. Les cellules NKT partagent les marqueurs CD56 et CD16 avec les cellules NK. Les cellules 

NKT sont divisées en trois groupes, selon l’expression de leur TCR et leur réactivité antigénique : NKT 

de type I ou invariants (iNKT), NKT de type II ou variants (NKTv) et NKT-like. Les cellules iNKT et NKTv 

sont restreintes par la molécule CD1d qui présente des glycolipides alors que les cellules NKT-like sont 

restreintes par d’autres molécules non polymorphiques (telles que CD1a, CD1b ou CD1c). L’activation 
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des cellules NKT induit la libération de nombreuses cytokines (TNF-, IL-4, IL-10, IFN) et elles 

participent à la maturation des cellules B et à la production d’immunoglobulines (Zeng et al., 2013). 

Elles forment donc un pont entre immunité innée et immunité adaptative, notamment par leur 

capacité de reconnaissance et de réponse aux antigènes glycolipidiques. 

 

Les lymphocytes T non conventionnels γδ sont une sous-population de lymphocytes T qui expriment 

un TCR constitué d'une combinaison de chaînes γ et δ (Bonneville et al., 2010; Hovav, 2017). Ils sont 

moins abondants que les lymphocytes T αβ dans le sang périphérique mais sont enrichis dans les sites 

muqueux et épithéliaux. Ils présentent des caractéristiques de cellules immunitaires innées et 

adaptatives et sont impliqués dans les réponses anti-infectieuses et antitumorales. Ces cellules 

produisent de grandes quantités de cytokines comme l’IFN, l’IL-17 et le TNF. 

 

Les ILCs auxiliaires sont répartis en trois groupes (ILC1, ILC2, ILC3) qui reflètent les fonctions des 

lymphocytes Th1, Th2 et Th17. Contrairement aux lymphocytes B et T, les ILCs n’expriment pas de TCR 

mais il existe des similarités entre les ILCs et les lymphocytes T, notamment par les facteurs de 

transcription et les cytokines produites. Les ILC1 et les lymphocytes Th1 expriment le facteur de 

transcription T-bet (T-box expressed in T cells) et produisent de l’IFN. Les ILC2, comme les cellules Th2, 

expriment le facteur de transcription GATA-3 et produisent de l’IL-5 et de l’IL-13. Les ILC3 et les 

lymphocytes Th17 expriment le facteur de transcription RORγT et produisent de l’IL-17 et de l’IL-22 

(Spits et al., 2013). Les ILC1 sont activés par l’IL-12, l’IL-15 et l’IL-18 lors d’une infection microbienne et 

produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN et le TNF. Les ILC2, activés par l’IL-25 

et l’IL-33, sont impliqués dans la réponse contre les parasites en régulant le développement des 

cellules épithéliales de l’intestin. Ils produisent de l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13 qui contribuent à l’élimination 

de parasites en activant les macrophages de type 2. Enfin, les ILC3 sont activés par l’IL-23 et l’IL-1 

produites par les DCs et sont enrichis au niveau des muqueuses. Ils sont impliqués dans la défense 

contre les infections par des microbes extracellulaires (en particulier au niveau intestinal) et favorisent 

le recrutement des neutrophiles ainsi que la production de peptides antimicrobiens (Crinier et al., 

2017). 

 

2. Composants moléculaires 

 

La réponse immunitaire innée comprend de nombreux facteurs solubles, présents constitutivement 

dans les fluides biologiques ou produits suite à une activation. Ces médiateurs solubles, qui constituent 

la composante humorale de l’immunité innée, comprennent : les cytokines et les chimiokines, qui 
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jouent un rôle central dans la régulation des différentes phases des réponses immunitaires, le système 

du complément et les PRR. 

 

a) Système du complément 

 

Le système du complément est un ensemble de protéines circulantes, produites par le foie sous forme 

inactive, qui participent à l’élimination des microbes et à l’homéostasie cellulaire (élimination des 

cellules apoptotiques). L’activation des protéines du complément est induite par le clivage 

protéolytique de ces protéines. Les trois principales voies d’activation du complément sont : 

- la voie classique, initiée par la fixation du complexe protéique C1 du complément, soit 

directement sur le microorganisme, soit sur un complexe anticorps-antigène, 

- la voie des lectines (Mannose-binding lectin ou MBL), activée par fixation de la protéine MBL 

sur le résidu mannose présent à la surface des microbes, 

- la voie alterne, activée de manière spontanée (contrairement à la voie classique et des 

lectines) par la fixation de la protéine C3b à la surface des microbes. 

 

L’activation en cascade du système du complément conduit à l’activation de la protéine C3 convertase 

qui clive la protéine C3 en deux fragments : C3a et C3b. Le fragment C3b contribue à la formation de 

la C5 convertase par liaison covalente à la surface du microbe. La C5 convertase va ensuite cliver la 

protéine C5 (C5a et C5b) pour former le complexe d’attaque membranaire (CAM) en combinant le 

fragment C5b avec d’autres protéines du complément (C6, C7, C8 et C9). Produit final de la cascade du 

complément, le CAM induit la formation d’un pore dans la membrane bactérienne, conduisant à une 

lyse osmotique. 

Le fragment C3b agit comme une opsonine, facilitant la phagocytose des microbes. De plus, le système 

du complément présente un rôle inflammatoire : les fragments C3a et C5a induisent le recrutement et 

l’activation des leucocytes et stimulent la production de cytokines inflammatoires (Dunkelberger and 

Song, 2010). 

 

b) Récepteurs du système immunitaire inné 

 

Les cellules de l’immunité innée expriment des PRR, récepteurs impliqués dans la reconnaissance de 

signaux de danger (Akira et al., 2006; Turvey and Broide, 2010). Exprimés par de nombreux types 

cellulaires, et notamment par les cellules de l’immunité innée, ils sont localisés dans différents 

compartiments cellulaires (membrane plasmique, endosomes, cytoplasme) et reconnaissent des 
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motifs moléculaires exprimés sélectivement par les microbes ou par des cellules mortes. Parmi les 

DAMPs se trouvent les protéines du choc thermique (heat shock proteins ou HSP), l’acide urique, l’ATP 

extracellulaire ou encore la molécule High mobility group 1 (HMGB1). 

Les PRRs peuvent être schématiquement classés en deux sous-familles : les récepteurs associés aux 

cellules (récepteurs d’endocytose et récepteurs de signalisation) et les récepteurs solubles (Tableau 

1). 

 

(1) Récepteurs de l’immunité innée associés aux cellules 

 

Les PRRs associés aux cellules peuvent être classés en deux familles : (i) les récepteurs d’endocytose 

comprenant notamment les récepteurs d’épuration (Scavenger Receptors ou SR) et les récepteurs aux 

lectines de type-C (C-type lectin receptors ou CLR), et (ii) les récepteurs de signalisation impliqués dans 

l’activation cellulaire, et comprenant les récepteurs de type Toll (Toll-Like Receptors ou TLR), de type 

NOD (NOD-Like Receptors ou NLR), de type RIG (RIG-Like Receptors ou RLR) et de type AIM2 (AIM2-

Like Receptor ou ALR) (Gordon 2002) (Tableau 1). 

 

 Les récepteurs d’endocytose : 

Les récepteurs d’endocytose sont impliqués dans la reconnaissance et l’internalisation des microbes 

et des cellules mortes. 

Les SRs sont principalement exprimés à la surface des cellules endothéliales, des macrophages et des 

DCs (Gough and Gordon, 2000). Ils sont composés de protéines multi-domaines et regroupées en huit 

classes (A à L) selon leur structure. Initialement impliqués dans le transport des lipides et 

l’internalisation des lipoprotéines de basse densité tels que les LDL oxydés (Ox-LDL), les SRs sont 

également impliqués dans la reconnaissance de ligands présents à la surface des cellules mortes et 

d’une grande variété de microbes (Canton et al., 2013; Abdul Zani et al., 2015). L’élimination par les SR 

est principalement médiée par endocytose. En plus de jouer un rôle dans l’homéostasie tissulaire, les 

SRs sont également impliqués dans la pathogénèse de certaines maladies (neurodégénérescence, 

athérosclérose, troubles métaboliques). 

Les CLR constituent une famille de récepteurs spécialisés dans la reconnaissance des carbohydrates de 

manière dépendante du calcium via les motifs Carbohydrate Recognition Domain (CRD). Ils sont 

principalement exprimés à la surface des CPA. Les CLRs sont différenciés sur la base de leur structure 

et regroupent les CLRs membranaires dits de type I dont les prototypes sont les molécules Dectin, DC-

SIGN et DNGR-I et les CLR solubles qui seront détaillés dans le paragraphe dédié. Les CLRs participent 
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à l’endocytose des microbes et à la signalisation intracellulaire conduisant à l’activation des cellules 

immunitaires. 

 

 Les récepteurs de signalisation : 

Les TLR sont des protéines transmembranaires présentant un domaine extracellulaire qui reconnaît les 

PAMPs (domaine de liaison composé de motifs riche en leucine) et un domaine intracellulaire de type 

Toll-like IL-1 Receptor (TIR) impliqué dans la signalisation intracellulaire. A ce jour, 10 TLR ont été 

décrits chez l’homme. Ils sont localisés à la surface des cellules (TLR-1, -2, -4, -5 et -6) ou dans des 

endosomes (TLR-3, -7, -8 et -9). 

Les TLR reconnaissent une grande diversité de motifs moléculaires : ADN double brin non méthylé 

(CpG) (TLR-9), ARN viraux simple et double brin (TLR-3, -7 et -8), lipopeptides (TLR-1, -2 et -6), 

lipopolysaccharides (LPS) (TLR-4) et flagelline (TLR-5). Les TLR impliqués dans la reconnaissance des 

protéines, des lipides et des polysaccharides microbiens sont exprimés à la surface des cellules alors 

que les TLR reconnaissant les acides nucléiques sont localisés dans les endosomes. L’activation via les 

TLR initie une cascade de signalisation intracellulaire impliquant les facteurs de transcription NF-B 

(nuclear factor-kappa B) et IRF (Interferon Regulatory Factor) et conduisant à l’expression de gènes 

codant des cytokines inflammatoires et antivirales (Delneste et al., 2007; Kawai and Akira, 2010). 

Les récepteurs NLR et RLR reconnaissent, respectivement, des composés bactériens et viraux et sont 

localisés dans le cytoplasme. Les récepteurs NLR comprennent les protéines NOD1 et NOD2. NOD1 est 

impliqué dans la reconnaissance de peptidoglycanes bactériens (tel que l’acide -D-glutamyl-meso-

diaminopimelique ou DAP), tandis que NOD2 reconnaît le muramyl dipeptide. L’activation des NLR 

conduit à la production de cytokines pro-inflammatoires et de molécules antimicrobiennes. 

Les récepteurs RLR sont impliqués dans la détection des ARNs viraux. L’activation via les récepteurs 

RIG-I (Retinoic acid inducible gene-I) et MDA5 (Melanoma differentiation-associated protein) conduit 

à la production d'interférons de type I et de cytokines pro-inflammatoires. 

La famille AIM2-like receptors (ALR) sont des PRRs intracellulaires qui détectent les acides nucléiques 

d’origine microbienne (bactérie ou virus) ou cellulaire (noyau ou mitochondrie) présents dans le 

cytoplasme. Cette famillle comprend les molécules AIM2 (Absent in melanoma 2), IFI16 (Interferon 

gamma inducible protein 16), IFIX (Interferon-inducible protein X) et MNDA (Myeloid nuclear 

differentiation antigen). Le principal membre de cette famille est le récepteur AIM2. Après fixation à 

de l'ADN, AIM2 forme un complexe de type inflammasome en se combinant à l'adaptateur ASC 

(Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) et à la caspase-1. L'activation de 

l’inflammasome conduit à la maturation et à la libération des cytokines inflammatoires IL-1β et IL-18. 
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(2) Récepteurs solubles de l’immunité innée 

 

Les PRRs solubles sont des protéines qui se fixent aux PAMPs et aux DAMPS, facilitant l’élimination des 

microbes et des cellules apoptotiques par les phagocytes. Les PRRs solubles participent également à 

l’activation du complément et modulent la réponse inflammatoire. Les PRRs solubles sont regroupés 

en trois grandes familles : les collectines, les ficolines et les pentraxines (Tableau 1). 

 

Les collectines appartiennent à la famille des CLR. Ce sont des protéines multimériques composées 

d’un domaine collagène et d’un domaine de liaison glucidique. Les membres de cette famille sont les 

molécules MBL et les surfactants SP-A et SP-D. Les collectines reconnaissent les micro-organismes via 

les domaines CRD. La protéine MBL, composant initial de la voie des lectines du complément, se fixe à 

la surface de nombreux microbes (bactéries, champignons, virus) et participe à l’activation du 

complément. MBL coopère avec le composant C1q du complément dans l’élimination des cellules 

apoptotiques. Les protéines SP-A et SP-D sont également impliquées dans l’élimination des cellules 

mortes (Schagat et al., 2001). 

 

La famille des ficolines regroupe trois membres : Ficolin-1, Ficolin-2 et Ficolin-3. Leur structure est 

semblable à celle des collectines avec un domaine de type collagène N-terminal et possèdent un 

domaine C-globulaire de type fibrinogène. Les ficolines sont capables de reconnaître spécifiquement 

des polysaccharides microbiens (motif N-acétyl) tel que la N-acétylglucosamine. Les ficolines 

participent à l’élimination des bactéries par la voie des lectines du complément (Endo et al., 2011). 

 

Les pentraxines sont divisées en deux groupes : les pentraxines courtes avec CRP (C-reactive protein) 

et SAP (Serum amyloid P) et les pentraxines longues, dont le prototype est la molécule PTX3 (Pentraxin 

3). Les pentraxines opsonisent des microbes et des cellules en apoptose tardive, conduisant 

notamment à l’activation des voies classique et alterne du complément (Bottazi et al., 2010). 
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Tableau 1. Les récepteurs de l’immunité innée impliqués dans la réponse immunitaire 
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II.  Biologie des macrophages 

 

Le terme macrophage a été utilisé pour la première fois par Elie Metchnikoff pour décrire des cellules 

mobiles capables de phagocyter des pathogènes. Cette découverte lui vaudra, avec Paul Ehrlich, 

l’attribution du prix Nobel de physiologie ou médecine en 1908. 

Initialement décrites comme des cellules « éboueurs » impliquées dans l’élimination des microbes et 

des débris cellulaires, les macrophages apparaissent aujourd’hui comme des cellules avec une biologie 

complexe et présentant de nombreuses fonctions, telles que l’initiation et la résolution de 

l’inflammation, la régulation des réponses immunitaires adaptatives, l’homéostasie et la réparation 

tissulaire (Biswas and Mantovani, 2012). De plus, leurs fonctions sont finement contrôlées par la nature 

de leur environnement tissulaire. Cette capacité d’adaptation, couramment désignée par le terme 

plasticité, conduit à une large diversité de phénotypes rendant compliquée l’étude de leurs fonctions. 

 

 Origine et différenciation 

 

1. Ontogenèse 

 

Le concept initial soutenait que les macrophages résidents dans les tissus à l’âge adulte dépendaient 

du recrutement et de la différenciation des monocytes circulant dérivés de la moelle osseuse (van 

Furth and Cohn, 1968). Cependant, cette notion a évolué ces dernières années vers un nouveau 

concept suggérant que certaines populations de macrophages résidents proviennent de 

l’hématopoïèse embryonnaire et s’auto-entretiennent, indépendamment de la moelle osseuse, à l’âge 

adulte (Hoeffel and Ginhoux, 2018). L’ontogénèse des macrophages est principalement décrite chez la 

souris (Hashimoto et al., 2013; Yona et al., 2013) et il n’existe que peu de données chez l’Homme 

(Figure 2). 

 

Chez la souris, l’hématopoïèse embryonnaire se produit en trois vagues successives provenant de sites 

extra- et intra-embryonnaires. Les deux premières vagues ont lieu dans le sac vitellin extra-

embryonnaire. La première vague, appelée hématopoïèse primitive, se développe à partir du 

mésoderme du sac vitellin autour du 7ème jour embryonnaire (E7.0), donnant naissance aux 

érythroblastes, mégacaryocytes et macrophages primitifs (Ginhoux and Guilliams, 2016; Hoeffel and 

Ginhoux, 2018). La deuxième vague (ou vague transitoire définitive) a pour origine l’endothélium 

hémogénique du sac vitellin entre E8.0 et E8.5. Une fois la circulation sanguine établie à E8.5, les EMPs 
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(Erythro myeloid progenitor) migrent dans le foie fœtal. La 3ème vague se produit dans la région de 

l’aorte-gonade-mésonéphros (à partir de E10.5) et est à l’origine de l’hématopoïèse adulte (Figure 2). 

 

 

Figure 2. L’ontogénèse des macrophages chez la souris. L’hématopoïèse se déroule en trois vagues. 
La première vague commence à E7.0 dans le sac vitellin est impliquée dans la génération de 
macrophages et d’érythrocytes primitifs qui donnent naissance à la microglie adulte. Lors de la 
deuxième vague, les progéniteurs érythro-myéloïdes (EMP) donnent naissance aux monocytes fœtaux 
qui donneront à leur tour des macrophages résidents. Enfin, la troisième vague commence à E10.5 
avec l’émergence de la première cellule souche hématopoïétique (HSC) dans la région de l’aorte-
gonade-mésonéphros (AGM).  Figure tirée de (Hoeffel and Ginhoux, 2018). 

 

Selon le tissu et le contexte physiologique, les macrophages d’origine embryonnaire peuvent s’auto-

renouveler localement (cerveau, poumon, épiderme) ou être remplacés à l’âge adulte par des 

monocytes circulant (intestin, cœur et derme) (Ginhoux and Guilliams, 2016) (Figure 3). Chez l’homme, 

l’ontogénie des macrophages tissulaires reste difficile à déterminer mais il est admis que les monocytes 

sont les principaux précurseurs de macrophages tissulaires. 
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Figure 3. Origine et développement des macrophages résidents d’origine embryonnaire et issus de 
l’hématopoïèse adulte. Les macrophages adultes tissulaires peuvent avoir une origine embryonnaire 
et dériver des monocytes du foie fœtal et des monocytes du sac vitellin (A) ou se développer à partir 
des cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse après avoir subi plusieurs étapes de 
différenciation (B). Les monocytes migrent ensuite dans les tissus et se différencient en macrophages 
spécifiques aux tissus (C). 

 

2. Facteurs de différenciation des macrophages 

 

Chez l’Homme, les principaux facteurs de survie des macrophages sont les cytokines M-CSF 

(Macrophage Colony-Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocytes Colony-Stimulating Factor) et 

l’interleukine 34 (IL-34). Ces facteurs permettent la survie des monocytes, induisent leur 

différenciation en macrophages et contrôlent leur polarisation (Jeannin et al., 2018). 

 

Le M-CSF (CSF-1) est le principal régulateur de la différenciation et de la survie des macrophages (Chitu 

and Stanley, 2006; Hamilton, 2008). Le M-CSF, contrairement aux autres CSF, est présent à des niveaux 

élevés dans le sang et est exprimé de façon constitutive par de nombreux tissus et types cellulaires 

(tels que les fibroblastes, les macrophages, les cellules musculaires lisses et les ostéoblastes). Plusieurs 

isoformes ont été décrites : glycoprotéine sécrétée, protéine de surface et protéine associée aux 

protéoglycanes. Le récepteur du M-CSF, CSF-1R (également appelé CD115 ou c-fms), est un récepteur 
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homodimérique présentant une activité tyrosine kinase. La signalisation via CSF-1R génère des signaux 

de survie pour les macrophages. 

Plusieurs études ont montré l’importance du M-CSF dans le développement des différentes 

populations de phagocytes mononucléés, dont les macrophages. Les souris déficientes en CSF-1 

(Csf1op/op) présentent une augmentation de la masse osseuse (ostéopétrose) consécutive à la perte des 

ostéoclastes (Dai et al., 2002) et les souris déficientes pour le récepteur CSF-1R (Csf1r-/-) présentent 

une déplétion sévère en macrophages. La non superposition des phénotypes de ces deux lignées de 

souris démontraient que le CSF-1R est le seul récepteur du M-CSF mais suggéraient également 

l’existence d’un autre ligand (Chitu and Stanley, 2017). 

 

Lin et al ont identifié l’IL-34 comme un deuxième ligand du CSF-1R. Synthétisée sous la forme d’une 

glycoprotéine homodimérique (Lin et al., 2008), l’IL-34 se fixe au CSF-1R avec une plus grande affinité 

que le M-CSF (Chihara et al., 2010). L’IL-34, mais pas le M-CSF, pourrait également se lier au récepteur 

PTPζ, exprimé uniquement dans le cerveau et le rein, et à la molécule CD138 qui se comporterait 

comme un co-récepteur (Nandi et al., 2013; Segaliny et al., 2015). L’IL-34 est un facteur de survie des 

monocytes et induit leur différenciation en macrophages ; l’IL-34 induit également la prolifération des 

macrophages murins. En condition physiologique, l'IL-34 est produite de manière constitutive dans 

l'épiderme et le cerveau alors que de nombreux types cellulaires la produisent en condition 

inflammatoire. 

 

Le GM-CSF (ou CSF-2) est une protéine monomérique glycosylée. Le récepteur au GM-CSF (GM-CSFR, 

CSF-2R ou CD116) est un hétérodimère constitué d’une chaine α unique de liaison au ligand et d’une 

chaine β commune avec les récepteurs de l’IL-3 et de l’IL-5. CSF-2R est exprimé par les 

monocytes/macrophages, éosinophiles, neutrophiles et cellules endothéliales. Chez les sujets sains, le 

GM-CSF est indétectable dans la circulation et sa production est induite en cas d’infection ou 

d’inflammation. Il joue un rôle clé dans l’hématopoïèse en régulant la différenciation des progéniteurs 

en DC et en macrophages. Contrairement au M-CSF qui favorise principalement la différenciation des 

monocytes humains en macrophages de type M2, le GM-CSF est nécessaire à la génération des 

macrophages de type M1. Le GM-CSF régule également l'expression des gènes anti-apoptotiques dans 

les cellules myéloïdes, favorisant ainsi la survie des macrophages. 
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 Propriétés des macrophages 

 

Les macrophages sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques, notamment la défense 

contre les infections, la régulation de l’inflammation, la présentation antigénique et la réparation 

tissulaire (Figure 4). 

 

Figure 4. Représentation schématique des principales propriétés et fonctions des macrophages. Les 
macrophages jouent un rôle central dans l’immunité en phagocytant les microbes et les cellules 
mortes, en présentant les antigènes aux cellules immunitaires adaptatives et en régulant de nombreux 
processus cellulaires via la production de nombreux médiateurs solubles. Cette diversité de propriétés 
explique leur contribution dans de nombreux processus physiologiques (inflammation, défense 
antimicrobienne et antitumorale, réparation tissulaire). 

 

1. Activité antimicrobienne 

 

L’activité antimicrobienne des macrophages repose sur la phagocytose, la production de médiateurs 

antimicrobiens et, indirectement, la présentation des antigènes aux cellules T. 

La phagocytose, définie comme l’absorption cellulaire de particules, est l’une des fonctions 

fondamentales des macrophages. C’est un processus complexe participant aux défenses 

antimicrobiennes et se déroulant en plusieurs étapes. Le macrophage reconnait la particule à ingérer 

grâce à des récepteurs de surface et va l’englober par la formation de pseudopodes. Le phagosome va 

ensuite fusionner avec des lysosomes pour former un phagolysosome dans lequel sont déversés des 

molécules antimicrobiennes. Cette fusion s’accompagne d’une activation du métabolisme de 

l’oxygène via la NADPH oxydase et une production de ROS et d’oxyde nitrique (NO) qui participent à la 

destruction des microbes. Une augmentation de l’expression et de l’assemblage de la NADPH est 

observée au niveau des phagosomes des macrophages qui catalyse la formation du superoxyde (O2
-). 
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Les macrophages produisent également des peptides antimicrobiens (cathélicidines, défensine,) et des 

cytokines inflammatoires (IFN-) (Flannagan et al., 2015). De plus, les macrophages sont capables de 

présenter des antigènes microbiens via les molécules des CMH-I et CMH-II aux cellules T mémoires qui 

participeront au processus d’élimination des microbes. 

La reconnaissance peut être directe (médiée par les PRR membranaires) ou indirecte après 

opsonisation des particules à ingérer et recouvertes d’immunoglobulines, de facteurs du complément 

ou de PRR solubles. 

 

2. Efférocytose 

 

L’efférocytose définit le processus d’élimination des cellules sénescentes, apoptotiques et 

nécrotiques. Ce processus est donc essentiel dans le maintien de l’homéostasie et s’accompagne de la 

production de médiateurs anti-inflammatoires (IL-10, TGF-) impliqués notamment dans le maintien 

de la tolérance périphérique. 

L’efferocytose est un mécanisme finement régulé reposant sur la libération par les cellules mortes de 

médiateurs solubles appelés « find me molecules », tels que la lysophosphatidylcholine (LPC), la 

sphingosine-1-phosphate (S1P), des nucléotides triphosphates (ATP/UTP) et la chimiokine CX3CL1, et 

qui sont responsables de l’attraction des macrophages. Elles expriment également à leur surface de 

signaux « eat me molecules » qui permettent aux macrophages de les distinguer des cellules vivantes 

(qui expriment des signaux « don’t eat me »). La phosphatidylsérine (PS) est le principal motif « eat-

me » , reconnu par différents récepteurs tels que TIM1 et TIM4 (Elliott and Ravichandran, 2010; Boada-

Romero et al., 2020). 

L’interaction de CD47 avec la molécule SIRP (Signal Regulatory protein ) génère est un signal « don’t 

eat me » qui prévient la phagocytose des cellules vivantes (Matozaki et al., 2009). Il est intéressant de 

noter que les cellules cancéreuses expriment des niveaux élevés de CD47 afin d’échapper à la 

phagocytose par les macrophages (Takimoto et al., 2019). 

 

3. Initiation et résolution de l’inflammation 

 

L’inflammation est une réaction en réponse à un stress ou une lésion. Les macrophages sont impliqués 

à toutes les étapes de la réponse inflammatoire, de son initiation à sa résolution. 

Les étapes initiales de la réponse inflammatoire reposent sur la production de médiateurs (cytokines, 

chimiokines) impliqués dans le recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire, 

processus qui s’accompagne d’une vasodilatation et d’une augmentation de la perméabilité de la paroi 



32 
 

vasculaire. Lorsque le starter de la réponse inflammatoire est éliminé, la phase de résolution permet 

de restaurer l’homéostasie tissulaire et, si nécessaire, initier la réparation du tissu lésé. Les 

macrophages régulent ainsi l’intensité et la durée de la réponse inflammatoire en diminuant la 

production des cytokines pro-inflammatoires et en sécrétant des médiateurs anti-inflammatoires 

telles que les cytokines IL-10 et TGF-. 

 

4. Présentation des Ag/activation des LT 

 

Outre leur rôle dans l'immunité innée, les macrophages sont également impliqués dans les réponses 

immunitaires adaptatives grâce à leur capacité de présentation antigénique aux lymphocytes T 

mémoires. 

Les molécules du CMH-I présentent des peptides antigéniques dérivés de la protéolyse cytosolique aux 

cellules T CD8+ (Mantegazza et al., 2013) alors que les molécules du CMH-II présentent des antigènes 

exogènes aux lymphocytes T CD4+ (Watts, 1997; Mantegazza et al., 2013). Les macrophages activés 

expriment des molécules de costimulation, telles que CD80 et CD86, nécessaires à l’activation des 

lymphocytes T mémoires. 

 

5. Réparation tissulaire / homéostasie tissulaire 

 

Le rôle des macrophages dans le processus de réparation tissulaire sera détaillé dans la partie III 

« Macrophages et cicatrisation ». 

 

6. Fonctions des macrophages résidents/tissulaires 

 

Les macrophages résidents (ou macrophages tissulaires) jouent de nombreux rôles physiologiques au 

cours du développement embryonnaire et de la vie adulte. Ils peuvent porter des noms différents en 

fonction du tissu dans lequel ils résident : la microglie dans le système nerveux central (SNC), les 

macrophages alvéolaires dans les poumons, les cellules de Kupffer dans le foie, les ostéoclastes dans 

les tissus osseux et les cellules de Langerhans dans l’épiderme (Epelman et al., 2014) (Figure 5). 
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Figure 5. Différentes propriétés et localisation des sous-populations de macrophages tissulaires. 
Figure issue de (Murray and Wynn, 2011). 

 

Ces différents sous-types de macrophages possèdent des fonctions adaptées au tissu dans lequel ils 

résident. A titre d’exemple, les cellules microgliales sont impliquées dans la défense immunitaire et 

l’homéostasie du SNC (Colonna and Butovsky, 2017). En effet, ces cellules expriment des récepteurs 

pour les neurotransmetteurs impliqués dans le dialogue neurones-microglie. En condition 

physiologique, les cellules microgliales contribuent à la formation des circuits neuronaux, contrôlent 

l’état fonctionnel des synapses et éliminent les synapses redondantes. Lorsqu’elles détectent des 

agents pathogènes ou des lésions tissulaires, les cellules microgliales libèrent des cytokines pro-

inflammatoires et des ROS afin d’éliminer les microbes et stimuler la régénération tissulaire. 

Cependant, en cas de dysfonctionnement, les cellules microgliales peuvent contribuer à des états de 

neuroinflammation et participer à des maladies neurodégénératives (Salter and Stevens, 2017). 

 

Dans les alvéoles pulmonaires, les macrophages alvéolaires participent à l’élimination des 

microorganismes, des cellules mortes et des particules inhalées. Ils jouent un rôle crucial dans le 

maintien et la régulation du surfactant pulmonaire produit par les cellules épithéliales alvéolaires 

(Hussell and Bell, 2014). 

 

Les macrophages du tissu osseux, appelés ostéoclastes, sont spécialisés dans la résorption osseuse. 

Les ostéoclastes matures sont générés à partir des monocytes en présence de la molécule RANKL. Ils 

sécrètent des protons et des enzymes protéolytiques impliqués dans la dégradation de la matrice 

osseuse (Boyle et al., 2003). 
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Dans le foie, les cellules de Kupffer, localisées à proximité de la paroi sinusoïdale, jouent un rôle de 

sentinelle vis-à-vis des bactéries et débris bactériens transportés vers le foie par la veine porte. Elles 

participent ainsi au maintien des fonctions hépatiques, protègent le foie des infections bactériennes 

et assurent une fonction tolérogène via la production d’IL-10 et de prostaglandine E2 (PGE2). Les 

cellules de Kupffer participent également au métabolisme de nombreux métabolites, tels que le 

cholestérol, en régulant les taux plasmatiques des HDL et des VLDL, et sont impliquées dans le 

métabolisme du fer (Klein et al., 2007; Nguyen-Lefebvre and Horuzsko, 2015). 

 

A l’origine identifiée comme des cellules dendritiques épidermiques, les cellules de Langherans 

proviennent de la lignée des macrophages du progéniteur du foie fœtal adulte. Les cellules de 

Langerhans sont les principales CPA de l’épiderme (Otsuka et al., 2018). 

 

7. Trained immunity 

 

Contrairement au système immunitaire adaptatif, le système immunitaire inné ne présente pas de 

mémoire au sens donné aux réponses adaptatives. Cependant, des études ont montré que certaines 

cellules du système immunitaire inné, et en particulier les macrophages et les cellules NK, sont 

capables d’une « forme » de mémoire immunitaire ; ce processus, décrit en 2011, est appelé Trained 

Immunity (Netea et al., 2011). De manière schématique, cette mémoire immunitaire innée décrit le 

processus par lequel les cellules immunitaires innées présentent une réponse plus rapide et plus 

intense lors d’un second contact avec le même agent infectieux. Cette mémoire immunitaire innée est 

de courte durée (de trois mois à un an) (Netea et al., 2016). Ce processus a été mis en évidence lors de 

réponses à des agents immunostimulants, tels que le -glucane et le vaccin BCG (Kleinnijenhuis et al., 

2012; Arts et al., 2018). 

La trained immunity est associée à une reprogrammation épigénétique et métabolique (Divangahi et 

al., 2021; Fanucchi et al., 2021). La reprogrammation épigénétique se traduit par une triméthylation 

de l’histone 3 sur la lysine 4 (H3K4me3) et une acétylation de l’histone 3 sur la lysine 27 (H3K27ac) qui 

favorisent l’expression des cytokines inflammatoires et donc la protection contre la réinfection. 

Lorsque le stimulus cesse, les modifications H3K27ac et H3K4me3 disparaissent mais la modification 

H3K4me1 persiste sur les promoteurs des gènes inflammatoires en l’absence de stimulus, constituant 

la base d’une réponse plus rapide et plus intense après re-stimulation (Saeed et al., 2014; Ochando et 

al., 2023). 
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Ce mécanismes est proposé pour de nouvelles approches vaccinales et stratégies thérapeutiques 

(traitement des états d'immunodéficience et modulation de l'inflammation dans les maladies auto-

inflammatoires) (Municio and Criado, 2021). 

 

8. Tolérance 

 

La tolérance immunitaire des cellules immunitaires innées est le processus inverse à la trained 

immunity puisqu’elle induit une réponse moins intense en réponse à une deuxième stimulation. Ce 

mécanisme a initialement été décrit comme une réponse inflammatoire réduite après re-stimulation, 

avec une dose activatrice, de cellules initialement exposées à des doses faibles de ligands des TLR, 

comme décrit avec le LPS (Bauer et al., 2018). Comme pour la trained immunity, la tolérance innée est 

associée à des modifications épigénétiques qui induisent une accessibilité réduite de la chromatine et 

une inhibition de la liaison des facteurs de transcription sur les promoteurs des gènes codant pour les 

molécules inflammatoires (Hoeksema and de Winther, 2016; Chen et al., 2020). La première 

stimulation au LPS conduit à une triméthylation de H3K4 (H3K4me3) sur les promoteurs des gènes 

inflammatoires. Lorsque le stimulus est supprimé, la marque activatrice H3K4me3 est perdue et 

l’expression des gènes revient aux niveaux de base. Lors de la 2ème stimulation au LPS, les gènes dits 

« tolérisés » ne retrouvent pas la marque H3K4me3 et restent donc silencieux (Foster et al., 2007). 

Les stratégies visant à améliorer ou réduire la tolérance ouvrent de nouvelles perspectives 

thérapeutiques contre le cancer, les maladies inflammatoires et les complications métaboliques. 

 

 Polarisation des macrophages 

 

1. Origine du concept de polarisation  

 

Le terme de polarisation a été utilisé pour la première fois en 1986 par TR Mosmann pour décrire deux 

sous-populations de lymphocytes T auxiliaires murins, Th1 et Th2, sur la base de leurs profils 

cytokiniques (Mosmann et al., 1986). Cette classification a ensuite été adaptée aux macrophages pour 

décrire leur capacité à adopter des phénotypes différents en réponse à des stimuli. 

 

Basée sur la dichotomie Th1/Th2, deux phénotypes principaux de macrophages ont été décrits : les 

macrophages dits classiquement activés, appelés M1, et les macrophages activés alternativement, 

appelés M2 (Mantovani et al., 2002) (Figure 6A). Cette classification est cependant simplificatrice et 

ne reflète que très imparfaitement la diversité des macrophages (Xu et al., 2013). En effet, il est 
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aujourd’hui admis qu’il existe une très grande variété de macrophages pouvant être représentée 

comme un continuum de sous-types fonctionnels dont les M1 et les M2 seraient les extrêmes. Cette 

classification a été affinée en 2004 avec la définition de 3 sous-classes de macrophages M2 (M2a, M2b 

et M2c) sur la base de leurs signatures transcriptomiques (Mantovani et al., 2004). Finalement, en 

2008, une nouvelle classification, proposée par M Mosser, décrit trois populations de macrophages: 

les macrophages activés de manière classique, les macrophages réparateurs et les macrophages 

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

 

 

Figure 6. Représentation schématique de la classification des macrophages. A. Représentation 
monochromatique de la classification des macrophages sur la base de la dichotomie Th1/Th2 reposant 
sur une échelle linéaire ayant pour extrémités les macrophages M1 et M2. B. Roue chromatique 
représentant les trois populations de macrophages décrites par Mosser et Edwards, classées selon les 
trois couleurs primaires : le rouge désignant les macrophages activés classiquement, le bleu 
représentant les macrophages régulateurs et le jaune représentant les macrophages réparateurs. 
Figure adaptée de (Mosser and Edwards, 2008). 

 

L’absence de consensus quant à la définition de l’activation des macrophages dans les expériences in 

vitro et in vivo entrave la progression de la recherche, notamment en raison de la persistance du 

concept M1 et M2 dans la littérature. Des études récentes ont définitivement montré que les 

macrophages possèdent un répertoire transcriptionnel extrêmement divers (Xue et al., 2014) qui ne 

correspondent pas être restreints à la dichotomie M1 versus M2. Ainsi, J Murray et al. ont proposé une 

nomenclature de l’activation des macrophages générés in vitro reposant sur l’utilisation des modes de 

stimulation pour nommer les sous-populations de macrophages étudiées (Murray et al., 2014). 
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2. Inducteurs et signatures des macrophages (phénotypique et cytokinique) 

 

a) Les macrophages de type 1 (M1)  

 

Les macrophages de type M1 sont générés à partir de précurseurs en présence d’IFN (produit par les 

cellules Th1 ou par les cellules NK et les macrophages), seul ou en présence de stimuli microbiens (LPS) 

ou d’autres cytokines inflammatoires (Mantovani et al., 2004; Mosser and Edwards, 2008) (Tableau 2). 

Ces macrophages sont caractérisés par la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1, IL-

1, IL-23, IL-6), des taux élevés d’IL-12 et faibles d’IL-10 (IL-12hi IL-10lo). Ils expriment également des 

niveaux élevés de CMH-II et des molécules de costimulation CD80 et CD86 et favorisent la génération 

de lymphocytes T auxiliaires Th1. Les macrophages de type M1 participent principalement à 

l’élimination des microbes par une production élevée de médiateurs microbicides tels que l’anion 

superoxyde (O2
-) et le peroxyde d’oxygène (H2O2) (Martinez et al., 2006; Shapouri-Moghaddam et al., 

2018). Ils jouent également un rôle dans la défense antitumorale, notamment par la production de 

cytokines pro-inflammatoires qui favorisent l’élimination des cellules tumorales et l’initiation d’une 

réponse immunitaire antitumorale. 

Cependant, une activation excessive ou non contrôlée des macrophages de type M1 peut avoir des 

conséquences délétères, notamment lors des processus inflammatoires chroniques qui favorisent le 

développement et l’expansion des cellules Th17 pro-inflammatoires (Kolls and Lindén, 2004). 

 

De récentes études ont révélé que la production de cytokines en réponse à des agents pathogènes est 

étroitement liée à des modifications du métabolisme cellulaire. Les macrophages M1 activés utilisent 

préférentiellement le glucose comme source énergétique via la voie de la glycolyse pour exercer leurs 

fonctions (Geeraerts et al., 2017). La glycolyse convertit le glucose en pyruvate qui, à son tour, est 

réduit en lactate via la lactate déshydrogénase (LDHA), conduisant ainsi à une augmentation des taux 

de lactate intracellulaire et extracellulaire. La glycolyse permet également l’utilisation de la voie des 

pentoses phosphates (PPP), impliquée dans la production de NO et de ROS à partir du NADH. Les 

macrophages M1 activent aussi les voies de synthèse des acide gras et de l’arginine, permettant la 

formation du NO. 

Parallèlement à la glycolyse, les macrophages M1 ont un cycle de Krebs altéré : le cycle est rompu au 

niveau de l’isocitrate déshydrogénase (IDH) et de la succinate déshydrogénase (SDH), ce qui entraîne 

l’accumulation intracellulaire, respectivement, d’isocitrate et du succinate (Diskin and Pålsson-

McDermott, 2018). Les modifications des taux de ces métabolites peuvent modifier l’activité des voies 

de signalisation. Le succinate accumulé stabilise la protéine HIF-1 qui est le facteur de transcription 



38 
 

essentiel dans l’expression d’IL-1 (Tannahill et al., 2013). De plus, la stabilisation de HIF-1 peut être 

associée à une augmentation du flux glycolytique de par sa capacité à induire l’expression de gènes 

glycolytiques tels que le transporteur du glucose (GLUT1) et la LDHA (Freemerman et al., 2014). Le 

citrate, quant à lui, est utilisé pour la production d'acides gras, de NO/ROS ainsi que pour la synthèse 

de l'itaconate, qui à son tour limite l’activité de la SDH et donc les processus inflammatoires induits 

par le succinate. 

Une étude a montré que les macrophages M1 humains générés en présence de GM-CSF présentent un 

niveau élevé de glycolyse associée à une expression élevée des enzymes glycolytiques et des 

métabolites liés à la glycolyse, et que l’utilisation d’inhibiteurs de la glycolyse inhibe l’expression des 

cytokines pro-inflammatoires (Izquierdo et al., 2015). Le métabolisme des macrophages M1 est donc 

caractérisé par une glycolyse aérobie et un cycle de Krebs altéré, qui contribuent à leur phénotype pro-

inflammatoire. 

 

 

Tableau 2. Classification des sous-types de macrophages. La nature des stimuli impliqués dans la 
génération, les marqueurs spécifiques et les fonctions biologiques des macrophages M1 et M2 sont 
présentés. 

 

b) Les macrophages de type 2 (M2)  

 

La génération des macrophages M2 a été initialement associée à une réponse de type Th2 (Tableau 2): 

- les macrophages M2a sont générés en réponse à l’IL-4 ou l’IL-13, 

- les macrophages M2b sont induits par les complexes immuns, des agonistes de certains TLR 

ou récepteurs à l’IL-1, 

- les macrophages M2c sont principalement induits par les glucocorticoïdes, l’IL-10 et le TGF-. 
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Les macrophages M2 expriment des marqueurs de surface spécifiques tels que CD163, CD206, CD209 

(DC-SIGN), et CD36 et sont caractérisés par un profil IL-10hi IL-12lo. Les macrophages M2 sont impliqués 

dans (Mantovani et al., 2004) : 

- la résolution de l’inflammation, notamment via la production de cytokines anti-inflammatoires 

(IL-10, TGF-β), 

- la promotion de la réparation et du remodelage tissulaire via la production de facteurs de 

croissance et angiogéniques ainsi que d’enzymes protéolytiques, 

- la progression tumorale. 

 

Les macrophages M2a sont caractérisés par l’expression du récepteur au mannose CD206 et du SR 

CD163. Ils présentent un phénotype anti-inflammatoire caractérisé par la sécrétion de médiateurs 

immunosuppresseurs et anti-inflammatoires, tels que l’IL-10 et l’IL-1Ra (Interleukin-1 receptor 

antagonist) ainsi que des chimiokines CCL17, CCL18, CCL22 et CCL24 qui favorisent la prolifération 

cellulaire, la réparation tissulaire et l'endocytose. Ils sont impliqués dans la réponse de type Th2. 

Les macrophages M2b sont impliqués dans l’immunorégulation. 

Les macrophages M2c se caractérisent par des niveaux élevés des médiateurs IL-10, TGF-, CCL16, 

CCL18 et CXCL13. Ils sont impliqués dans la phagocytose des cellules apoptotiques et dans le 

remodelage de la matrice extracellulaire. 

 

Alors que les macrophages M1 privilégient la glycolyse pour produire de l’énergie, les macrophages 

M2 produisent de l’ATP principalement via le cycle oxydatif du cycle de Krebs couplé à la 

phosphorylation oxydative mitochondriale (OXPHOS) (Pearce and Pearce, 2013; Gonzalez-Hurtado et 

al., 2017). Afin d’alimenter le cycle de Krebs, les macrophages M2 s'appuient sur deux sources 

métaboliques : l’oxydation des acides gras (Fatty acid oxidation ou FAO) et le métabolisme de la 

glutamine. La FAO fournit de l’acétyl-CoA à un cycle de Krebs fonctionnel. Le NADH dérivé du cycle de 

Krebs est ensuite utilisé par la chaîne de transport d’électrons (Electron Transport Chain ou ETC) afin 

de produire de l’ATP via l’ATP synthase (Wculek et al., 2022). De plus, les macrophages M2 présente 

une diminution d’activité des voies de la glycolyse et des pentoses phosphates. L’IL-4 induit l’oxydation 

des acides gras et la biogénèse mitochondriale via l’activation de STAT6 et PGC-1β (coactivateur de 

PPARγ-1β). De plus, l’inhibition de PGC-1β altère la polarisation des macrophages M2 consécutive à 

une diminution de la FAO (Vats et al., 2006). Cependant, une étude a montré que l’inhibition du 

transporteur mitochondrial des acides gras CPT1 n’inhibe pas l’acquisition des marqueurs de type M2. 

D’autres voies pourraient être impliquées dans la polarisation des macrophages M2 indépendamment 

de CPT1 (Divakaruni et al., 2018). 
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De plus, en favorisant le métabolisme de la glutamine, l’IL-4 peut alimenter le cycle de Krebs via la 

génération d’-cétoglutarate (-KG). L’-KG, produit par la glutaminolyse, est essentiel pour l’activité 

des voies OXPHOS et FAO. -KG joue également un rôle épigénétique en induisant la déméthylation 

du résidu H3K27 sur les promoteurs des gènes marqueurs M2 et donc favorise leur expression (Liu et 

al., 2017). 

Au fil des années, certains métabolites ont été identifiés comme jouant un rôle dans la régulation de 

la polarisation des macrophages M2. Des études ont montré que le lactate favorise la polarisation des 

macrophages vers un profil M2, notamment en induisant l’expression de gènes de type M2 tels que 

VEGF, Arg1 et IL-10 (Colegio et al., 2014; Selleri et al., 2016). De plus, il a été rapporté que le lactate 

confère aux macrophages humains un phénotype combinant des caractéristiques de type M2 et 

inflammatoire (Paolini et al., 2020). 

 

Il est important de noter que le phénotype des macrophages n’est pas figé et qu’il évolue en 

permanence en fonction des signaux qu’ils reçoivent, localement. Communément appelée plasticité, 

cette capacité d’adaptation, dynamique et réversible, permet aux macrophages de s’adapter aux 

besoins du tissu. 

 

3. Modifications épigénétiques associées à la polarisation des macrophages  

 

De nombreuses études ont démontré l’importance de l’épigénétique dans la régulation de la 

différenciation, l’activation et la polarisation des macrophages (Van den Bossche et al., 2014). De plus, 

les interactions entre métabolisme et épigénétique émergent comme des acteurs majeurs de la 

polarisation des macrophages (Noe et al., 2021 ; Baardman et al., 2015). 

Les marques épigénétiques contrôlent l’expression des gènes sans modifier la séquence d’ADN et 

peuvent être régulées en réponse aux facteurs environnementaux. Parmi les marques épigénétiques, 

il a été montré que la méthylation de l’ADN ainsi que la méthylation et l’acétylation des histones 

influencent le phénotype des macrophages. Les régulations épigénétiques décrites dans la littérature 

comme étant impliquées dans la régulation du phénotype des macrophages sont résumées dans la 

Figure 7 (Davis and Gallagher, 2019). Ces modifications épigénétiques modifient l’expression des gènes 

en régulant la compaction de la chromatine : passant d’une hétérochromatine (dense et inaccessible) 

à une euchromatine (décondensée et accessible aux facteurs de transcription). La méthylation de 

l’ADN est décrite comme favorisant l’inactivation des gènes alors que les modifications des histones 

peuvent marquer un état ouvert ou fermé de la chromatine. 
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L’acétyl-CoA agit comme une molécule donneuse d’acétyle aux résidus lysine (K). L’état d’acétylation 

des histones est contrôlé par des histones acétyltransférases (HAT). L’acétylation des histones H3K9, 

H3K14 et H3K27 est associée à une activité transcriptionnelle. Au contraire, les histones désacétylases 

(HDAC) catalysent la perte du groupement acétyle ce qui entraîne la répression de la transcription des 

gènes. Les HDAC sont regroupés en quatre classes : HDAC de classe I (HDAC 1,2,3 et 8), HDAC de classe 

II (HDAC 4,5,6,7, 9 et 10), HDAC de classe III (Sirtuines ou SIRT 1 à 7) et HDAC de classe IV (HDAC11) 

(Figure 7). 

Concernant la régulation de l’expression des gènes par méthylation des histones, elle peut être 

associée soit à une activation, soit à une répression transcriptionnelle, en fonction des sites de 

méthylation et du nombre de méthyles sur les résidus lysine. En effet, la diméthylation (-me2) ou la 

triméthylation (-me3) de l’histone 3 au niveau des résidus lysine 4 (H3K4), H3K36 et H3K79 sont 

associées à l’activation de la transcription alors que modifications H3K9me2/3 et H3K27me2/3 sont 

associées à la répression de la transcription. La méthylation des histones est régulée par des histones 

méthyltransférases (HMT) et des histones déméthylases (HDM) (Figure 7). Plusieurs enzymes 

contrôlant la méthylation et l’acétylation des histones ont été identifiées, parmi lesquelles deux 

enzymes principalement étudiées ces dernières années : l’histone désacétylase HDAC3 et l’histone 

déméthylase Jmjd3 (Figure 7). 

 

 

Figure 7. Les modifications épigénétiques régulant la polarisation des macrophages. Figure adaptée 
de (Davis and Gallagher, 2019). 
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L’histone désacétylase 3 (HDAC3) est une enzyme clé de la polarisation des macrophages M1 qui freine 

la génération des macrophages M2 (Mullican et al., 2011; Chen et al., 2012). HDAC3 régule l’expression 

des gènes pro-inflammatoires des macrophages en réponse au LPS (Chen et al., 2012). De plus, la 

désacétylation des histones induite par HDAC3 conduit à la répression de nombreux gènes contrôlés 

par l’IL-4 (tels que Arg1, Retnla et Chi3l3). L’inhibition de HDAC3 dans les macrophages réduit la 

production de cytokines inflammatoires et améliore l’activation alternative des macrophages 

(Hoeksema et al., 2014; Sanchez et al., 2018). 

 

Jmjd3, également appelée KDM6B, est une déméthylase impliquée dans la déméthylation de l’histone 

H3K27 et dont l’activité est associée à la polarisation des macrophages. Jmjd3 peut être induite par 

des ligands de TLR, tels que le LPS (De Santa et al., 2007, 2009) : l’inhibition de Jmjd3 dans des 

macrophages activés présentent une production diminuée des cytokines inflammatoires (Kruidenier 

et al., 2012). Jmjd3 peut également être induite par l’IL-4, et donc participer à la polarisation des 

macrophages M2 murins en réponse à une infection parasitaire aux helminthes via IRF4, un médiateur 

de la polarisation des macrophages M2 (Satoh et al., 2010). De plus, Ishii et al. ont montré que les 

macrophages traités à l’IL-4 présentent une diminution de la méthylation de H3K27 au niveau des 

promoteurs des gènes M2 avec une augmentation concomitante de l'expression de Jmjd3. Cette 

expression de Jmjd3 est médiée par STAT6, facteur de transcription impliqué dans la signalisation via 

le récepteur à l’IL-4 (Ishii et al., 2009). 

 

4. Différences entre macrophages humains et murins 

 

Il existe des différences significatives entre les macrophages des deux espèces, qu’elles soient 

phénotypiques, métaboliques ou fonctionnelles, ce qui rend difficile de transposer les résultats d’une 

espèce à l’autre et a pu entraîner des erreurs sur leur biologie (Figure 8). 

L’origine et la génération des macrophages utilisés dans les études diffèrent entre les deux espèces. 

Ainsi, les macrophages humains sont généralement générés in vitro à partir des monocytes circulants 

alors que les macrophages murins sont générés à partir des progéniteurs hématopoïétiques. Chez 

l'homme, le M-CSF et le GM-CSF favorisent la survie et la différenciation des monocytes en 

macrophages alors que, chez la souris, le GM-CSF induit la différenciation des précurseurs myéloïdes 

en DC matures et macrophages (Helft et al., 2015). De plus, les facteurs de polarisation diffèrent entre 

l’homme et la souris. A titre d’exemple, le LPS induit la génération de macrophages murins avec un 

profil inflammatoire alors qu’il est utilisé pour révéler le phénotype des macrophages humains, quel 

que soit leur sous-type (Figure 8A). 
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D’un point de vue phénotypique, la polarisation des macrophages humains est définie principalement 

par leur phénotype sécrétoire tandis que les macrophages murins peuvent être caractérisés sans 

ambiguïté par leur phénotype membranaire. Les macrophages M1 humains sont caractérisés par une 

expression élevée des marqueurs membranaires CD80 et CD86 et par la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et d’IL-12. En revanche, les macrophages M1 murins expriment les marqueurs CD11c, 

CD11b et CD38 et produisent du NO en plus des cytokines inflammatoires. Concernant les 

macrophages de type M2, ils sont caractérisés, chez l’homme, par une expression élevée de CD163 et 

CD206 et par la production d’IL-10 et de facteurs de croissance, alors qu’ils sont définis chez la souris 

par l’expression d’arginase 1 (Arg1), de Ym1 et de Fizz1 (Found in inflammatory zone 1). La signature 

la plus utilisée est l’expression des enzymes NO synthase inductible (iNOS) pour les macrophages M1 

murins et Arg1 pour les macrophages M2 murins, deux molécules non exprimées par les macrophages 

humains (Raes et al., 2005). De plus, le marqueur macrophagique F4/80 n’a pas d’homologue humain 

et les facteurs de transcription impliqués dans la polarisation des macrophages M1 et M2 diffèrent 

entre les deux espèces (Figure 8B). Enfin, si la prolifération des macrophages murins est largement 

décrite (Hashimoto et al., 2013; Wang et al., 2021), celle des macrophages humains reste débattue 

(Yang et al., 1998). 

 



44 
 

 

Figure 8. Différences dans la génération et la polarisation des macrophages humains et murins. A. 
Panel de gauche, les macrophages humains sont généralement générés in vitro à partir de monocytes 
du sang périphérique cultivés en présence de facteur stimulant les colonies de granulocytes et de 

macrophages (GM-CSF) (en présence ou en absence d'IFN) ou de facteur stimulant les colonies de 
macrophages (M-CSF) / IL-34 (en présence ou en absence d'IL-4) pour générer des cellules M1 et M2, 
respectivement. Pour révéler leur phénotype, les macrophages humains doivent être activés. Panel de 
droite : Les macrophages murins sont principalement générés à partir de progéniteurs de cellules 
myéloïdes de la moelle osseuse maintenus dans le M-CSF. L'utilisation du GM-CSF permet de générer 
à la fois des cellules dendritiques et des macrophages. B. Panel de gauche : les marqueurs humains de 
la polarisation des macrophages sont représentés. Panel de droite : marqueurs murins de la 
polarisation des macrophages. BMDC, bone-marrow derived dendritic cells; BMDM, bone-marrow 
derived macrophages; GM-CSF, Granulocyte macrophage colony-stimulating factor; HIF-1α, hypoxia 

inducible factor; IFN-, Interferon-gamma; IRF, Interferon regulatory factor; LPS, lipopolysaccharide; 
M-CSF, Macrophage colony-stimulating factor MHC-II, major histocompatibility complex class II; STAT, 
Signal transducer and activator of transcription. Figure tirée de (Monnier et al., 2022). 
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 Rôles physiopathologiques des macrophages 

 

Le phénotype fonctionnel des macrophages peut être profondément modifié en situation 

pathologique. Ils peuvent alors se comporter comme des acteurs favorisant la pathologie, notamment 

en condition chronique, comme cela est observé dans des maladies sévères telles que le cancer et les 

maladies inflammatoires chroniques. De par leur implication dans de nombreuses pathologies, les 

macrophages sont devenus des cibles thérapeutiques pertinentes (Wynn et al., 2013). 

 

1. Cancer 

 

Les macrophages représentent les cellules immunitaires les plus abondantes dans la majorité des 

tumeurs solides et leur infiltrat est généralement associé à un mauvais pronostic (Gentles et al., 2015; 

Sinha et al., 2021). Les macrophages associés aux tumeurs (Tumor-Associated Macrophages ou TAM) 

sont un élément clé du microenvironnement tumoral (Tumor Microenvironment ou TME) de par leur 

capacité à influencer la progression de la tumeur en atténuant l’activité antitumorale et en induisant 

des fonctions de soutien à la tumeur. Les TAMs peuvent avoir différentes origines en fonction de la 

localisation de la tumeur, dérivant soit des macrophages tissulaires résidents, soit des monocytes 

recrutés (Loyher et al., 2018; Casanova-Acebes et al., 2021). Il a ainsi été montré, dans un modèle 

murin de cancer du poumon, que les TAMs sont initialement composés de macrophages résidents qui 

acquièrent des fonctions protumorales et prolifèrent et qu’ils dérivent principalement de monocytes 

lors des phases plus tardives du développement tumoral, (Casanova-Acebes et al., 2021). 

Le recrutement des monocytes est induit par des chimiokines (telles que CCL2 et CCL5), le M-CSF et les 

membres de la famille du VEGF produits par les cellules cancéreuses et les cellules stromales du TME. 

Les macrophages ont un double rôle dans le cancer, exerçant une activité pro ou antitumorale en 

fonction de l’équilibre des signaux présent dans le TME (Locati et al., 2020; Mantovani et al., 2022). 

Les macrophages sont capables de tuer les cellules tumorales, de favoriser l’activité des cellules 

tueuses, de provoquer des lésions vasculaires et une nécrose tumorale, et de contrôler la prolifération 

des cellules tumorales en coopération avec les lymphocytes T. En revanche, dans la majorité des 

tumeurs établies, les TAMs contribuent à la progression de la tumeur. Ils favorisent la croissance 

tumorale, les métastases, l’angiogenèse et la lymphangiogenèse ainsi que l’inflammation associée à la 

tumeur via la sécrétion de cytokines (IL-1α, IL-1β, IL-10, TNFα), de facteurs de croissance (EGF, VEGF 

et PDGF) et de protéines de remodelage tissulaire (telles que les MMP). De plus, les TAMs contribuent 

à l'immunosuppression en favorisant le recrutement et la génération de lymphocytes T régulateurs 

(Treg) par la sécrétion d’IL-10, l'inactivation des lymphocytes T effecteurs en exprimant des molécules 
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co-inhibitrices telles que PDL-1 et PDL-2 et l'inhibition de la maturation des DC (Figure 9) (Mantovani 

et al., 2017). Les TAMs peuvent également limiter l’activité antitumorale en induisant une 

chimiorésistance des cellules tumorales contre certaines chimiothérapies (Halbrook et al., 2019). 

 

 

Figure 9. Rôles protumoraux des macrophages associés aux tumeurs (TAM). Les TAM sécrètent des 
facteurs dans le microenvironnement tumoral et expriment des molécules qui favorisent la 
tumorigenèse en favorisant la prolifération des cellules tumorales, l'angiogenèse/lymphoangiogenèse, 
les métastases et l'immunosuppression. Les TAMs peuvent également favoriser l'immunosuppression 
en induisant des cellules Treg, inactivant les cellules cytotoxiques et inhibant la maturation des cellules 
dendritiques (DC). EGF, epithelial growth factor; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; MMP, 
matrix metalloprotease; PDGF, platelet-derived growth factor; TGF-β, transforming growth factor-β; 
TNF, tumor necrosis factor; VEGF, vascular endothelial growth factor. Figure tirée de (Monnier et al., 
2022). 

 

Différentes stratégies ciblant les TAMs sont régulièrement évaluées lors d’essais cliniques, seules ou 

en association avec une radiothérapie, une chimiothérapie ou une immunothérapie (Anfray et al., 

2019; Kowal et al., 2019). Parmi ces stratégies, on retrouve des thérapies empêchant le recrutement 

et/ou la survie des TAMs, notamment par l’inhibition des axes M-CSF/CD115 ou CCL2/CCR2, ou 

favorisant la reprogrammation vers un phénotype antitumoral (Jalil et al., 2020; Zhang et al., 2020b; 

Mantovani et al., 2022). Cependant, alors que les modèles murins donnent des résultats 

encourageants, les essais cliniques ont donné lieu à des résultat plus mitigés. Cette discordance peut 

être expliquée, au moins en partie, par les différences entres les macrophages humains et murins 

(Monnier et al., 2022). La neutralisation de l’axe M-CSF/CD115 amplifie l’impact du GM-CSF sur les 

cellules myéloïdes dans un modèle murin. Cependant, le GM-CSF a des effets différents sur la 
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différenciation des cellules myéloïdes entre les deux espèces : il induit la différenciation des 

précurseurs myéloïdes murins en DC et favorise la réponse antitumorale en facilitant leur recrutement 

et activation (Yan et al., 2017; Jeannin et al., 2018). Cependant, le M-CSF et le GM-CSF favorisent la 

survie des monocytes et la différenciation des macrophages humains (Figure 8). Comme mentionné 

précédemment, il existe des différences phénotypiques entre les macrophages humains et murins qui 

pourraient avoir un impact dans la réponse antitumorale. L’IFN-γ est décrit comme facilitant la 

génération et l’activation de lymphocytes Th1, initiant une réponse lymphocytaire cytotoxique et 

reprogrammant les TAMs en macrophages antitumoraux. Cependant, les macrophages et les TAMs 

humains générés in vitro expriment peu d’IFN-γ comparativement aux cellules murines. 

 

2. Maladies inflammatoires chroniques 

 

Plusieurs études ont mis en évidence l'importance des macrophages dans des maladies inflammatoires 

chroniques telles que l'asthme, la polyarthrite rhumatoïde, l'athérosclérose, l’obésité ou encore le 

diabète, de par leurs capacités inflammatoires et de remodelage délétères (Wynn et al., 2013; Parisi 

et al., 2018; Ponzoni et al., 2018). 

 

L’asthme est une maladie des voies respiratoires, potentiellement chronique, caractérisée par une 

hypersensibilité bronchique, une inflammation et une obstruction des voies respiratoires (Habib et al., 

2022; Wang et al., 2023). Les macrophages alvéolaires des sujets asthmatiques présentent un défaut 

de phagocytose pouvant favoriser une colonisation bactérienne des voies respiratoires par différents 

pathogènes, tels que Staphylococcus aureus ou Haemophilus influenza, conduisant à une dysbiose 

(Liang et al., 2014; Simpson et al., 2016). Ces macrophages présentent également un défaut 

d’efferocytose induisant une accumulation de cellules mortes et de DAMPs (Watanabe et al., 2011). 

De plus, au cours de l’inflammation, et associée à une diminution de la sécrétion d’IL-10 (Lim et al., 

2004), les macrophages libèrent des niveaux élevés de médiateurs inflammatoires tels que l’IL-1β, IL-

6, IL-8, TNFα et CCL-17 qui contribuent à l’inflammation chronique et à son exacerbation (van der Veen 

et al., 2020). 

 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie auto-immune caractérisée par une inflammation 

chronique de la membrane synoviale (synovite), une destruction des articulations et l’érosion des os 

(Smolen et al., 2018). Les monocytes et macrophages jouent un rôle clé dans la physiopathologie de la 

PR via la production de cytokines inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNFα) qui favorisant le processus de 

destruction du cartilage et de perte osseuse (Udalova et al., 2016; Siouti and Andreakos, 2019). Les 
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macrophages sécrètent également des chimiokines (telles que CCL2, CCL5 et CXCL8) favorisant le 

recrutement de monocytes et de neutrophiles dans le tissu inflammé. De plus, le TNF et l’IL-1β produits 

par les macrophages favorisent la prolifération des fibroblastes qui sécrètent RANKL et M-CSF, 

favorisant la différenciation des monocytes en ostéoclastes (Takayanagi et al., 2000) qui, une fois 

activés, vont dégrader la matrice osseuse. 

Plusieurs études ont démontré un lien entre PR et risque cardiovasculaire consécutif à une accélération 

de l’athérosclérose induite par l’inflammation chronique (Houri Levi et al., 2016; Błyszczuk and 

Szekanecz, 2020). Dans ces deux pathologies, les macrophages présentent un statut métabolique 

similaire, caractérisé par une augmentation de l’activité mitochondriale et une production accrue 

d’ATP résultant d’une plus importante activité glycolytique (Zeisbrich et al., 2018). 

 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique qui résulte d’un déséquilibre du 

métabolisme lipidique entraînant la rétention de lipoprotéines dans les parois artérielles et la 

formation de plaques d’athérome à l’origine d’un rétrécissement du diamètre artériel. Les 

macrophages sont impliqués dans la progression de l’athérosclérose par leurs propriétés 

inflammatoires et leur capacité à favoriser la thrombose et la formation de la plaque d’athérome 

(Moore and Tabas, 2011). L’athérosclérose débute par la formation de plaques d’athérome 

consécutive à des dommages de la paroi artérielle associés à l’accumulation sous-endothéliale de 

lipoprotéines. Les macrophages ingèrent les lipoprotéines accumulées dans les parois vasculaires et se 

transforment en « cellules spumeuses » (foam cells) qui contribuent au stockage des lipides de la 

plaque et à sa croissance (Moore et al., 2013; Bobryshev et al., 2016). Les macrophages spumeux ont 

une capacité de migration réduite et présentent un phénotype inflammatoire. La dérégulation du 

métabolisme lipidique de ces macrophages conduit à une augmentation de leur mort qui, combinée à 

une efferocytose défectueuse, entraîne la libération de leur contenu lipidique et la formation d’un 

noyau nécrotique (Tabas, 2005). Ce noyau nécrotique joue un rôle clé dans la formation de caillots 

sanguins intravasculaires et de plaques instables qui peuvent être à l’origine des infarctus du myocarde 

et des accidents vasculaires cérébraux. 

 

Les macrophages jouent également un rôle essentiel dans l’obésité, notamment via leur capacité à 

sécréter des médiateurs inflammatoires. L’obésité est souvent associée à une inflammation chronique 

de bas grade caractérisée par une accumulation de macrophages dans les tissus adipeux. Cette 

inflammation contribue à l’insulinorésistance, mécanisme central du diabète de type 2. Les 

macrophages activés dans les tissus adipeux peuvent contribuer à la formation de plaques d’athérome, 

à une stéatose hépatique et à la dysfonction pancréatique, dérégulations couramment associées au 

diabète de type 2.   
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III. Macrophages et cicatrisation 

 

 Généralités sur le processus de réparation tissulaire et la cicatrisation 

cutanée 

 

La réparation tissulaire est un processus dynamique et coordonné qui vise à restaurer la structure et 

la fonction des tissus suite à une lésion, quelle que soit son origine. Ce processus est schématiquement 

organisé en trois phases successives et interconnectées : (1) hémostase-inflammation, (2) prolifération 

cellulaire et re-épithélialisation et (3) remodelage tissulaire (Figure 10) (Martin, 1997; Minutti and 

Knipper, 2017; Kumar et al., 2020). La cinétique de chaque phase est dépendante de la sévérité de la 

lésion ainsi que de facteurs externes ou endogènes (tels que l’âge, les pathologies ou une infection). 

J’illustre ici le processus de réparation tissulaire dans un contexte de plaie cutanée. 

(1) La première étape de la réparation tissulaire débute immédiatement après la lésion et vise à 

stopper l’hémorragie. L’hémostase permet la fermeture de la plaie et se caractérise par l’activation de 

la cascade de coagulation et une vasoconstriction afin de réduire le flux sanguin. En parallèle, un caillot 

sanguin se forme afin de fermer provisoirement la plaie (arrêt du saignement, formation d’un bouclier 

de protection contre les microbes). Ce caillot résulte de l'agrégation plaquettaire qui forme, dans un 

premier temps, un clou plaquettaire. Le clou plaquettaire est ensuite englobé, avec les cellules 

sanguines, par un réseau composé majoritairement de fibrine mais également de protéines de soutien 

(fibronectine, vitronectine, thrombospondines) créant ainsi le caillot sanguin. Une fois le saignement 

terminé, les cellules immunitaires vont infiltrer la zone lésée, étape qui signe la transition vers la phase 

inflammatoire. Les macrophages résidents dans le derme sont activés par les DAMPs libérés par les 

cellules endommagées et par les PAMPs si présence de microbes. Les macrophages activés vont libérer 

des cytokines (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IFN-), des chimiokines (telles que CXCL5, CXCL8 et CCL2) 

et des facteurs de croissance (tels que PDGF et TGF-) qui vont amplifier le recrutement de monocytes 

et de neutrophiles. Les neutrophiles sont les premières cellules recrutées et les plus abondantes au 

stade précoce de l’inflammation ; ils préviennent les infections et participent à l’élimination des débris 

cellulaires (Wilgus et al., 2013). Les monocytes recrutés se polarisent ensuite en macrophages pro-

inflammatoires sous l’action des signaux présents dans le microenvironnement de la lésion. A ce stade, 

le tissu lésé présente toutes les caractéristiques de l’inflammation (érythème, œdème, douleur, 

chaleur.). 

 

(2) La phase de prolifération consiste en la reconstruction du tissu endommagé. Elle débute environ 

trois jours après la lésion et peut durer jusqu’à quinze jours voire plus selon la gravité. Cette phase est 
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caractérisée par la prolifération, la différenciation cellulaire et la création d’une nouvelle matrice 

extracellulaire (MEC), impliquant un processus complexe d’interactions cellules-cellules et cellules-

MEC. Les cellules clés de cette phase sont les fibroblastes. Ils se différencient en myofibroblastes qui, 

par contraction, vont réduire la taille de la lésion (rapprochement des bords de la plaie). De plus, les 

fibroblastes et les myofibroblastes sont capables de synthétiser des protéines de la MEC. Le collagène 

synthétisé lors de la phase de prolifération est principalement du collagène de type III (plus souple et 

moins résistant que le collagène de type I). Les cellules endothéliales vont proliférer durant cette phase 

afin de former de nouveaux vaisseaux sanguins pour fournir des nutriments et de l’oxygène au tissu 

néoformé. La prolifération des fibroblastes, l’angiogenèse et la présence de macrophages forment un 

tissu dit « de granulation » (aspect granulaire) et caractérisé par une importante vascularisation. Les 

cellules épithéliales participent également au processus de cicatrisation en migrant et proliférant afin 

de recouvrir la surface de la plaie et rétablir la barrière cutanée (re-épithélialisation). 

 

(3) La phase de remodelage est la dernière étape du processus de cicatrisation et se produit deux à 

trois semaines après la lésion et peut durer plusieurs mois. Cette étape permet de renforcer et de 

remodeler le tissu cicatriciel et se caractérise par le remodelage du collagène. Ainsi, sous l’influence 

des fibroblastes et des myofibroblastes, le collagène « cicatriciel » est progressivement remplacé par 

du collagène de type I dont la réticulation permet de réduire l'épaisseur de la cicatrice et de consolider 

la zone réparée. L’équilibre entre synthèse et dégradation du collagène est crucial afin d’obtenir une 

cicatrice normale. Les cellules inflammatoires sont progressivement éliminées (par apoptose) et les 

l’architecture vasculaire néoformée se réorganise pour stabiliser le tissu cicatriciel. La contraction du 

tissu cicatriciel est assurée par les myofibroblastes permettant, à la fin du processus de cicatrisation, 

d’assurer une forte résistance à la traction. 

 

 Rôles des macrophages dans chacune des étapes du processus de 

réparation tissulaire 

 

Comme mentionné précédemment, la cicatrisation des plaies est un processus complexe qui nécessite 

la coopération entre de nombreux partenaires cellulaires et moléculaires, et en particulier des 

macrophages. Ils sont présents à toutes les étapes du processus et leur fonction évolue au cours de la 

cicatrisation (Minutti and Knipper, 2017) en contribuant à la régulation de la réponse inflammatoire, à 

l’élimination des débris cellulaires, à la stimulation de la prolifération cellulaire et au remodelage 

tissulaire (Figure 10). La déplétion des macrophages au cours des trois phases impacte profondément 
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le processus de cicatrisation ; plus la déplétion est précoce, plus la cicatrisation est abrogée/impactée 

(Leibovich and Ross, 1975; Mirza et al., 2009; Lucas et al., 2010).  

 

 

Figure 10. Étapes du processus de réparation tissulaire et implication des macrophages dans la 
cicatrisation. Les macrophages résidents éliminent les débris cellulaires et contribuent à l’initiation de 
la réponse inflammatoire qui permet le recrutement des neutrophiles et monocytes. Les monocytes 
se différencient en macrophages pro-inflammatoires. Durant la phase de prolifération cellulaire, les 
macrophages pro-inflammatoires switch vers un profil anti-inflammatoire. Ils produisent des cytokines 
anti-inflammatoires et des facteurs de croissance impliqués dans la résolution de l’inflammation, 
l’angiogenèse, la différenciation des fibroblastes et la synthèse de collagène. Pendant le remodelage 
tissulaire, les macrophages contribuent au remodelage de la matrice extracellulaire en sécrétant des 
métalloprotéases matricielles. VEGF, vascular endothelial growth factor; IL, interleukin; MMP, matrix 
metalloprotease; PDGF, platelet-derived growth factor; TGF-β, transforming growth factor-β. 

 

1. Implication des macrophages résidents et des monocytes recrutés lors de la 

réponse inflammatoire 

 

À la suite d’une lésion cutanée, les macrophages résidents sont rapidement activés par des signaux 

endogènes libérés par les tissus lésés (tels que ATP et HMGB-1 libérés par les cellules mortes et des 

composants de la matrice extracellulaire) ou par des signaux exogènes (PAMPs). Ces signaux de danger 

induisent leur polarisation en cellules inflammatoires (M1) qui vont eux-mêmes amplifier la réaction 

inflammatoire via la production de cytokines (IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, TNFα) et chimiokines impliquées 

dans le recrutement des neutrophiles et des monocytes au site de lésion (Figure 11) (Rodero et al., 

2014; Hassanshahi et al., 2022). L’infiltration de monocytes est essentielle car la peau contient peu de 

macrophages résidents. Ainsi, de manière schématique, les macrophages résidents initient la réponse 
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inflammatoire et les macrophages dérivés des monocytes l’intensifient (Figure 10) (Minutti and 

Knipper, 2017). Plusieurs études ont montré que la déplétion des macrophages à un stade précoce de 

la phase inflammatoire induit un retard de re-épithélialisation, une diminution du dépôt de collagène, 

une altération de l'angiogenèse (production réduite de VEGF) et une épithélialisation altérée avec une 

altération de la formation de la cicatrice (Mirza et al., 2009; Lucas et al., 2010). L’absence de 

macrophages s’accompagne aussi d’une présence prolongée des neutrophiles et d’une contraction 

réduite de la plaie (Goren et al., 2009). 

 

2. Rôles des macrophages lors de la phase de prolifération cellulaire 

 

Les macrophages sont les cellules immunitaires majoritaires durant la phase de prolifération cellulaire 

(Lucas et al., 2010). La déplétion des macrophages au stade de la formation des tissus a des effets 

dévastateurs sur la progression de la cicatrisation et conduit à une hémorragie massive (Lucas et al., 

2010; Rodero et al., 2014). En effet, la transition macrophages pro-inflammatoires  macrophages 

anti-inflammatoires (M2) est une étape clé de la réparation tissulaire (Meszaros et al., 2000; Mosser 

and Edwards, 2008). Cette transition est médiée principalement par l’élimination des cellules mortes, 

et notamment des neutrophiles (Fadok et al., 1998) mais ce phénotype peut aussi être induit par 

d’autres médiateurs tels que les cytokines IL-10, IL-4 et IL-13, les glucocorticoïdes et l’engagement de 

certains TLR (Figure 11) (Pinhal-Enfield et al., 2003; Daley et al., 2010; Koh and DiPietro, 2011). Ainsi, 

les macrophages décrits dans la littérature comme « macrophages réparateurs » peuvent être générés 

in vitro en présence d’IL-4 (Van Dyken and Locksley, 2013). 

Les macrophages anti-inflammatoires (M2) atténuent l’inflammation et stimulent la réparation 

tissulaire en sécrétant des médiateurs anti-inflammatoires (tels que l’IL-10 et l’IL-1Ra). Ainsi, les souris 

déficientes en IL-10 présentent une réponse inflammatoire soutenue qui conduit à une augmentation 

du dépôt de collagène dans le tissu cicatriciel (Eming et al., 2007). Les macrophages sécrètent 

également des facteurs de croissance et des cytokines favorisant la synthèse de la MEC, l’angiogenèse 

ainsi que la prolifération et l’activation cellulaire (Figures 10 et 11) : 

- TGF-α, EGF et OSM : migration et prolifération des kératinocytes, 

- PDGF, TNFα, IL-1 et IL-6 : activation des fibroblastes. 

Une fois activés, les fibroblastes favorisent à leur tour la migration et la prolifération des kératinocytes 

et la formation du tissu de granulation. L’un des rôles clés des macrophages lors de cette étape est 

leur implication dans la néo-angiogenèse médiée par leur production de VEGF. Les macrophages 

constituent la principale source de VEGF au cours de la phase précoce du processus de réparation 
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tissulaire (Willenborg et al., 2012). Cependant, à des stades plus tardifs, ce sont les cellules 

épidermiques qui prennent le relais comme source principale de VEGF. 

Cependant, cette présentation schématique du processus de cicatrisation est plus complexe comme 

illustré par le rôle dual du TGF-β qui présente à la fois une activité anti-inflammatoire et contrôle la 

prolifération et la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes (Herold et al., 2011; Morikawa 

et al., 2016). 

 

 

Figure 11. Polarisation des macrophages lors de la cicatrisation. CCL, C-C motif chemokine ligand; 
CXCL, C-X-C motif chemokine ligand; HB-EGF, Heparin-binding EGF; IFN, interferon; IGF, insulin-like 
growth factor; IL, interleukin; MMP, matrix metalloprotease; OSM, Oncostatin M; PDGF, platelet-
derived growth factor; TGF, transforming growth factor; TNF, Tumor necrosis factor; VEGF, vascular 
endothelial growth factor. Inspirée de (Sousa et al., 2022) 

 

3. Contribution des macrophages dans le remodelage tissulaire 

 

La dernière étape de la cicatrisation est la phase de remodelage tissulaire, qui permet au tissu de 

retrouver sa structure d'origine. Au cours de cette phase, les macrophages contribuent à la résorption 

de l’inflammation et à l’élimination des cellules infiltrantes, ainsi qu’au remodelage de la MEC via la 

sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMP-1,9,10,12,13) (Gurtner et al., 2008; Madsen et al., 

2013; Vannella and Wynn, 2017) (Figure 10). Une étude a ainsi montré que les souris déficientes en 

MMP-10 (MMP-10-/-) forment un tissu cicatriciel plus rigide et produisent plus de collagène que les 

souris sauvages (Rohani et al., 2015). De plus, les macrophages restaurent l’homéostasie tout en 

minimisant la fibrose via l’apoptose des myofibroblastes et la suppression de la prolifération des 
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lymphocytes T (Murray and Wynn, 2011). A l’issue du processus de réparation, les macrophages 

meurent par apoptose (Vannella and Wynn, 2017). 

L'épuisement des macrophages cutanés dans la phase de remodelage tissulaire n'a pas d'impact 

significatif sur le résultat final de la cicatrisation, suggérant que les macrophages font partie d'un 

système redondant de réorganisation tissulaire et, qu'à ce stade de la cicatrisation, leurs fonctions 

pourraient exercées par d’autres types cellulaires (Lucas et al., 2010). 

 

 Pathologies – Plaies chroniques et Fibrose 

 

Un dysfonctionnement des macrophages peut conduire à une cicatrisation dérégulée avec un retard 

de cicatrisation des plaies (plaies chroniques) ou une cicatrisation « excessive » (fibrose). Des maladies 

sous-jacentes ou des facteurs externes peuvent contribuer à la défaillance du processus de guérison. 

 

L’altération de la progression dans les étapes de la cicatrisation peut conduire à des plaies chroniques, 

caractérisées par une inflammation prolongée en grande partie due à la persistance de macrophages 

inflammatoires. Les facteurs favorisant les plaies chroniques comprennent les maladies veineuses, les 

infections, le diabète ainsi que les déficiences métaboliques chez les personnes âgées (Demidova-Rice 

et al., 2012). Les plaies diabétiques présentent une prédominance de macrophages inflammatoires M1 

tout au long du processus de réparation tissulaire, contrairement à une cicatrisation normale. Cette 

situation découle d'une perturbation dans la transition des macrophages M1 vers un phénotype M2 

(Mirza and Koh, 2011; Miao et al., 2012). Plusieurs facteurs affectent la polarisation des macrophages 

dans le diabète, parmi lesquels l’hyperglycémie a fait l’objet de nombreuses études (Huang et al., 2019; 

Louiselle et al., 2021). En effet, l’environnement hyperglycémique induit une augmentation des 

niveaux de ROS et de cytokines inflammatoires, créant ainsi un cercle vicieux maintenant la 

polarisation des macrophages M1 et donc une inflammation chronique. De plus, l’hyperglycémie 

réduit le processus d’efférocytose par les macrophages, bloquant la transition vers la phase de 

prolifération cellulaire et contribuant à la présence excessive de macrophages M1 (Khanna et al., 

2010). 

L’inflammation persistante des plaies chroniques entraîne également une augmentation de l'activité 

protéolytique, la dégradation continue de la matrice, l’absence de migration des fibroblastes dans la 

plaie ainsi que la réduction de la formation de vaisseaux sanguins, rendant impossible le passage à la 

phase de remodelage. C’est pourquoi la majorité de traitement des plaies chroniques repose sur la 

réduction de la glycémie pour diminuer la production de cytokines pro-inflammatoires. La régulation 

de la polarisation des macrophages constitue également une nouvelle stratégie pour traiter la 
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cicatrisation des plaies diabétiques chroniques, notamment en inhibant l’activité des macrophages M1 

ou en induisant la promotion de macrophages M2 (Sharifiaghdam et al., 2022). 

 

La fibrose, ou cicatrisation excessive, est une perturbation du processus de réparation tissulaire qui 

conduit à un tissu cicatriciel étendu avec une accumulation excessive de collagène (Wynn and 

Ramalingam, 2012; Eming et al., 2017). La fibrose cutanée peut se manifester sous deux formes : les 

cicatrices chéloïdes (forte inflammation) et hypertrophiques (faible inflammation). La fibrose se 

caractérise par un excès de dépôt de collagène de type I au niveau de la MEC et une hyperactivité des 

MMPs après la formation de la cicatrice (Wells et al., 2016). La dysfonction des macrophages contribue 

au développement de la fibrose mais, contrairement aux plaies chroniques, ce sont les macrophages 

M2 qui sont associés à ce processus pathologique, notamment via la production de TGF-β, prototype 

des cytokines pro-fibrotiques (Wynn and Barron, 2010) et de facteurs de croissance (FGF, PDGF, IGF-

1, VEGF) qui favorisent la prolifération des fibroblastes, producteurs de collagène. 

 

En raison de leur rôle essentiel dans le processus de réparation tissulaire mais aussi de leur implication 

dans l’altération de la cicatrisation, les macrophages sont des cibles pour les thérapies qui visent à 

traiter les maladies associées à une mauvaise cicatrisation. 
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IV. Les corps cétoniques comme carburant alternatif 

 

Comme mentionné précédemment, le phénotype des macrophages évolue en permanence en 

fonction des signaux qu’ils reçoivent localement. Au cours des dernières années, de nombreuses 

études ont souligné l’importance des nutriments et des métabolites comme signaux régulant la 

polarisation des macrophages (Galván-Peña and O’Neill, 2014; O’Neill and Pearce, 2016). 

 

Dans cette section, nous décrirons une famille de métabolites, les corps cétoniques, qui sont au cœur 

de ce projet de recherche. 

 

 Généralités 

 

Les corps cétoniques sont des métabolites dérivés des lipides et synthétisés par les hépatocytes. Ils 

servent de source d’énergie alternative pour tous les tissus, à l’exception du foie, en période de jeûne 

ou d’exercice prolongé (Owen et al., 1969; Koeslag, 1980; Robinson and Williamson, 1980; Balasse and 

Féry, 1989). Pendant le jeûne, les réserves de glycogène sont les premières épuisées, avec pour 

conséquence un métabolisme glycolytique ne pouvant donc plus répondre aux besoins énergétiques. 

L’énergie est alors apportée par les corps cétoniques produits à partir de l’oxydation des acides gras 

mobilisés par les adipocytes. Les corps cétoniques sont ensuite distribués via la circulation vers les 

tissus métaboliquement actifs où ils sont convertis en acétyl-CoA. 

Le terme corps cétoniques recouvre trois molécules : l’acétoacétate (AcAc), le -hydroxybutyrate (-

OHB) et l’acétone. Cependant, l’acétone n’est pas convertie pas en acétyl-CoA et est éliminé dans les 

urines ou lors de l’expiration. 

En condition physiologique, les niveaux de corps cétoniques circulants oscillent entre 50 et 250 μM par 

jour, contribuant environ à 5% de la dépense énergétique totale à l’état nourri chez un adulte en bonne 

santé contre environ 20% à jeun (Balasse and Féry, 1989; Cahill, 2006). Lors d’un effort intense ou lors 

d’un jeûne, les niveaux de corps cétoniques circulant augmentent jusqu’à atteindre 1-2 mM (Cahill et 

al., 1966; Koeslag, 1980) voire 6-8 mM en cas de jeûne prolongé (Owen et al., 1969; Cahill, 2006). Des 

concentrations de l’ordre de 25 mM sont retrouvées chez des sujets présentant un diabète non 

contrôlé (Fukao et al., 2004). 

Lors d’un régime cétogène (pauvre en glucides et riche en lipides), les niveaux de corps cétoniques 

circulants sont aux alentours de 2mM. 
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L’attention portée sur les corps cétoniques s’est intensifiée ces dernières années. De nombreuses 

études pré-cliniques et cliniques étudient les effets du jeûne intermittent, du régime cétogène ou 

encore de la consommation de corps cétoniques (compléments alimentaires) afin d’améliorer le bien-

être et les capacités physiques, de lutter contre le vieillissement ou comme thérapie adjuvante dans 

certains cancers (Stubbs et al., 2017; de Cabo and Mattson, 2019; Caffa et al., 2020; Miller et al., 2020). 

 

 Synthèse des corps cétoniques 

 

Le processus de synthèse des corps cétoniques, appelé cétogénèse, a lieu principalement dans le foie 

au niveau de la matrice mitochondriale. 

La cétogénèse (Figure 12A) débute par le transport des acides gras délivrés par le tissu adipeux 

(lipolyse) vers la matrice mitochondriale des hépatocytes via l’enzyme carnitine palmitoyltransférase 

1 (CPT1). Les acides gras sont alors métabolisés en acétyl-CoA suite à une β-oxydation. L’acétyl-CoA 

produit une molécule d’acétoacétyl-CoA (AcAc-CoA) sous l’action d’une thiolase mitochondriale. 

Ensuite, l’enzyme 3-hydroxyméthylglutaryl-CoA synthase mitochondriale (HMGCS2) génère 

l’hydroxyméthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) en catalysant la condensation des molécules d’AcAc-CoA et 

d’acétyl-CoA. La HMG-CoA lyase (HMGCL) clive ensuite HMG-CoA permettant la libération d’AcAc et 

d’acétyl-CoA. L’AcAc sert de précurseur commun aux deux autres corps cétoniques (acétone et -

OHB). L’AcAc peut être libéré dans la circulation ou métabolisé en -OHB par l’enzyme -

hydroxybutyrate déshydrogénase mitochondriale (BDH1). Le rapport AcAc/-OHB est proportionnel à 

l’équilibre mitochondrial NAD+/NADH (Bock and Fleischer, 1975). L’AcAc est également capable de 

subir une décarboxylation spontanément en acétone (Pedersen, 1929). 

L’AcAc et le -OHB sont alors exportés des mitochondries hépatiques vers les tissus extra-hépatiques. 

Cependant, l’identité du transporteur mitochondrial des corps cétoniques reste inconnue ; les corps 

cétoniques sont ensuite transportés à l’extérieur des hépatocytes via les transporteurs 

monocarboxylates MCT1 et MCT2 puis sont importés via les MCT dans les tissus extra-hépatiques pour 

une oxydation terminale (Halestrap and Wilson, 2012). 

En plus de la lipolyse des adipocytes, la cétogenèse peut être régulée par les flux hépatiques de 

glucides, les taux de β-oxydation des acides gras, la concentration des intermédiaires du cycle de Krebs 

et l'équilibre entre le glucagon et l'insuline (Williamson et al., 1969; McGarry and Foster, 1980; QUANT 

et al., 1989). 
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Figure 12. Synthèse et métabolisation des corps cétoniques. Représentation schématique de la 
production de corps cétoniques par les hépatocytes (A) et leur métabolisation dans les tissus extra-
hépatiques (B). mThiolase, thiolase mitochondriale ; ETC, chaîne de transport d’électron ; CS, citrate 
synthase. Figure adaptée de (Puchalska and Crawford, 2017; Matsuura et al., 2023). 

 

 Rôles des corps cétoniques  

 

1. Métabolisation et utilisation comme substrat énergétique alternatif 

 

Une fois absorbés par les tissus cibles, les corps cétoniques sont transformés en acétyl-CoA via la 

cétolyse (Figure 12B). L’enzyme BDH1 catalyse la première réaction de conversion du -OHB en AcAc. 

La conversation de l’AcAc en AcAc-CoA est catalysée par l’enzyme succinyl-CoA:3-cétoacideCoA 

transférase (SCOT, codée par Oxct1). Cette réaction est proche de l'équilibre par un échange de CoA 

entre le succinate et l'AcAc, le succinyl-CoA agissant comme donneur de CoA. L’enzyme SCOT est 

exprimée dans toutes les mitochondries des mammifères à l'exception des mitochondries hépatiques 

afin d’éviter l’oxydations des corps cétoniques par les cellules du foie. 

L'AcAc-CoA va produire deux molécules d'acétyl-CoA via une réaction réversible catalysée par l'acétyl-

CoA acétyltransférase 1 (ACAT1), une des quatre thiolases mitochondriales (Newman and Verdin, 
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2014). L’acétyl-CoA est alors disponible pour l’oxydation terminale dans le cycle de Krebs et la chaîne 

de transport d’électrons (ETC) pour la production d’ATP. 

L’enzyme BDH1 présente également une expression sélective. Ainsi, les macrophages murins 

n’expriment pas l’enzyme BDH1. N’étant pas capables d’oxyder le β-OHB, ils ne peuvent utiliser que 

l’AcAc comme source d'énergie alternative (Puchalska et al., 2019). 

 

2. Corps cétoniques et signalisation cellulaire 

 

En plus de servir de substrat énergétique pour les tissus extra hépatiques, les corps cétoniques sont 

des acteurs clés dans la signalisation cellulaire, des moteurs de modifications post-traductionnelles 

(PTM) et sont impliqués dans la régulation de l’inflammation ou du stress oxydatif (Figure 13) 

(Puchalska and Crawford, 2021). 

 

 

Figure 13. Voies de signalisation des corps cétoniques. L’AcAc et le -OHB exercent différentes 
modifications/rôles cellulaires médiées par des modifications épigénétiques, post traductionnelles et 
récepteurs cellulaires. bhb, lysine β-hydroxybutyrylation ; ERK, extracellular signal–regulated kinase; 
FFA, free fatty acid; FGF, fibroblast growth factor; GPR, G-protein coupled receptor; HDAC, histone 
deacetylase ; HSL, lipase hormono-sensible ; LPL, Lipoprotéine lipase ; MAPK, mitogen-activated 
protein kinase; MCT, monocarboxylate transporter; MEK, MAPK/ERK kinase ; PLCβ, phospholipase C-
β ; SIRT, sirtuin; SNS, sympathetic nervous system; TAG, triacylglycerol; TNF, tumor necrosis factor. 
Figure tirée de (Puchalska and Crawford, 2021). 

 

Cependant, peu de données sont connues sur les propriétés de signalisation de l’AcAc, la majorité des 

études concernant essentiellement le -OHB. 
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a) Transport et mécanismes de signalisation 

 

Une étude a montré qu’une perte de fonction de MCT1 induit une acidocétose (van Hasselt et al., 

2014), pathologie induite lorsque la formation de cétones dépasse leur utilisation et entraînant une 

élévation de l’acidité du sang par accumulation de corps cétoniques. Ces observations démontrent un 

rôle crucial de MCT1 dans le transport et l’importation extra-hépatique des corps cétoniques. 

 

L’AcAc et le -OHB modulent la signalisation cellulaire via les récepteurs de surface couplés aux 

protéines G ou GPR (G-protein coupled receptor). 

Le -OHB est décrit comme un ligand pouvant se lier aux récepteurs GPR41 (également nommé 

FFA3R), exprimé par les adipocytes, les cellules entéro-endocrines et les monocytes, et GPR109A 

(PUMA-G ou HCAR2), exprimé par les adipocytes, les cellules microgliales et les cellules épithéliales du 

côlon (Tunaru et al., 2003). L’AcAc active le récepteur GPR43 (FFAR2). Les récepteurs GPR41 et GPR43 

peuvent également être activés par les acides gras à chaîne courte, mais le βOHB est le seul ligand 

endogène connu du récepteur GPR109A. 

 

Le -OHB supprime directement l’activité du système nerveux sympathique et diminue la fréquence 

cardiaque en agissant comme antagoniste du récepteur GPR41, avec pour conséquence une inhibition 

de la voie de signalisation PLC-MAPK au niveau des ganglions sympathiques (Kimura et al., 2011). 

Cependant, ces données sont contredites par l’étude de Won et al. qui ont montré que le -OHB agit 

comme un agoniste de GPR41 plutôt qu’un antagoniste (Won et al., 2013). 

En se liant à GPR109A exprimé par la microglie, le -OHB induit une neuroprotection dans un modèle 

d’accident vasculaire cérébral chez la souris (Rahman et al., 2014). Le -OHB est également impliqué 

dans une boucle de rétrocontrôle négatif lorsque les concentrations en corps cétoniques augmentent 

dans la circulation. Le mécanisme repose sur la capacité de -OHB à inhiber la lipolyse du tissu adipeux 

via l’activation du récepteur GPR109A (exprimé par les adipocytes et les macrophages activés), 

conduisant ainsi à une diminution de la disponibilité des acides gras libres circulants (Taggart et al., 

2005). Le -OHB induit également la suppression du stress du réticulum endoplasmique dans les 

hépatocytes et l’accumulation de lipides chez des rats âgés via la voie de signalisation GPR109A/AMPK 

(Lee et al., 2020). Au contraire, l’AcAc favorise la lipolyse des adipocytes via l’activation du récepteur 

GPR43. La déficience du récepteur GPR43 inhibe l’utilisation des lipides induite par le jeûne, altère 

l’activité des lipoprotéines lipases plasmatiques et diminue la dépense énergétique (Miyamoto et al., 

2019). 
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b) Corps cétoniques comme molécules de signalisation anti-inflammatoire 

 

Le -OHB présente des propriétés anti-inflammatoires sur les macrophages en activant GPR109A 

(Benyó et al., 2005) ainsi qu’en inhibant l'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor pyrin-domain 

containing 3) indépendamment de GPR109A (Youm et al., 2015; Bae et al., 2016; Goldberg et al., 2017). 

Le -OHB supprime l'expression d’IL-6 et de CCL2 via des mécanismes dépendants de GPR109A 

(Gambhir et al., 2012). Le -OHB inhibe l’inflammasome en réduisant les étapes d’amorçage et 

d’assemblage, ce qui bloque la conversion de la pro-caspase 1 en caspase 1 et réduit donc la 

maturation des cytokines IL-1 et IL-18. L'inhibition de l'efflux de potassium est le mécanisme suggéré 

par lequel le -OHB inhibe l'activation de l'inflammasome NLRP3. 

De plus, en atténuant l'hyper-acétylation des protéines via l'activation de la citrate synthase et en 

inhibant de l'absorption des acides gras, le -OHB normalise la fonction mitochondriale dans un 

modèle d’insuffisance cardiaque (Deng et al., 2021).  Cependant, une étude menée chez des patients 

en situation d’obésité a montré que l’augmentation du -OHB n’a pas d’impact sur la réponse 

inflammatoire (Neudorf et al., 2020).  

 

c) Modifications épigénétiques et post-traductionnelles 

 

Le -OHB a été décrit comme un substrat impliqué dans les PTM des histones (-hydroxybutyrylation, 

inhibition des HDAC et acétylation des histones) et la modulation de l’activité des canaux ioniques 

(Newman and Verdin, 2017). 

Comme mentionné précédemment, l’hyper-acétylation des histones est le plus souvent associée à une 

augmentation de l’expression génique car elle facilite l’accessibilité de la machinerie 

transcriptionnelle. En supprimant les groupements acétyle, les HDAC répriment l’expression génique. 

Le -OHB est décrit comme un inhibiteur endogène des HDAC de classe I. L'administration de -OHB 

exogène (mais pas d'AcAc), le jeûne ou la restriction calorique induisent une hyper-acétylation des 

histones, en particulier sur les lysines 9 et 14 de l’histone 3 (H3K9/K14) via l’inhibition des HDAC de 

classe I (Shimazu et al., 2013). L’inhibition des HDAC est associée à la protection contre le stress 

oxydatif via une régulation positive de l’expression des gènes codant pour des molécules anti-

oxydantes (FOXO3, SOD2, catalase) (Figure 13). De plus, le -OHB inhibe HDAC3 ce qui induit 

l’acétylation de H3K14 au niveau du promoteur du gène codant pour la molécule claudin-5, avec pour 

conséquence une diminution de l’hyperméabilité endothéliale cardiaque (Li et al., 2021). 

Cependant, une étude a montré que l’impact du -OHB en tant qu’inhibiteur des HDAC serait 

nettement inférieur à celui du butyrate, un inhibiteur classique des HDAC (Chriett et al., 2019). 
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En parallèle, une nouvelle modification post-traductionnelle des histones et permettant l’activation de 

la transcription a été identifiée : la -hydroxybutyrylation des lysines (Kbhb), suggérant que le potentiel 

de régulation de l’expression génique du -OHB pourrait également être médiée via la Kbhb (Xie et al., 

2016). L’ajout du -OHB sur la lysine est catalysé par l’enzyme acyltransférase p300 alors que HDAC1 

et HDAC2 l’éliminent (Figure 13) (Huang et al., 2021). Quarante-six marques Kbhb sur les histones ont 

été identifiées par spectrométrie de masse in vivo et in vitro. Bien qu’une quarantaine de sites 

d’histone aient été identifiés, la majorité des études se sont concentrées sur l’hydroxybutyrylation de 

la lysine 9 de l'histone H3 (H3K9bhb) (Zhou et al., 2022). Cette marque est induite en présence d’une 

concentration élevée de -OHB (jeûne prolongé, acidocétose diabétique) qui induit une augmentation 

H3K9bhb, elle-même impliquée dans la régulation des voies métaboliques sensibles au jeûne dans le 

foie et les intestins (Xie et al., 2016; Terranova et al., 2021). La Kbhb facilite donc la réponse au jeûne 

en liant métabolisme et expression génique. 

 

Le catabolisme du -OHB peut entrainer une augmentation des niveaux d’acétyl-CoA intracellulaire 

contribuant directement à l’acétylation des histones (Mehta et al., 2017). Une étude a montré que le 

-OHB est une source majeure d’acétyl-CoA dans les cellules T CD8+, favorisant l’acétylation de H3K27 

au niveau des loci de gènes effecteurs tels que IFN, Gzmb et Tbx21 (Luda et al., 2023). 

 

Il existe encore peu de données sur la signalisation de l’AcAc. Cependant, bien que parcellaires, elles 

indiquent que celle-ci est distincte de celle du -OHB (Figure 13). L’AcAc pourrait induire l’expression 

du facteur de croissance FGF21, qui joue un rôle clé dans la réponse aux stress métaboliques (tel que 

le jeûne prolongé) (Fisher and Maratos-Flier, 2016). Une étude a montré que l’AcAc induit la 

production de FGF21 dans les cellules hépatiques HepG2 de manière dépendante de la Sirtuine 1 

(SIRT1) (Vilà-Brau et al., 2011). Cette voie suggère l’existence d’une boucle de rétrocontrôle dans 

laquelle la cétogenèse, via l’AcAc, active une réponse médiée par la SIRT1 afin de réguler l'oxydation 

des acides gras. 

De plus, l’AcAc, produit de manière endogène ou apporté de manière exogène, favorise la liaison de 

BRAF V600E à la protéine kinase MEK1 induisant l’activation de la voie MEK-ERK dans les cellules 

cancéreuses BRAF-V600E+ (Kang et al., 2015). L’activation de cette voie entraîne la prolifération et la 

croissance des cellules tumorales. 
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 La diète cétogène 

 

1. Généralités  

 

À l'origine préconisée comme thérapie pour l'épilepsie depuis 1920, la diète cétogène a récemment 

gagné en popularité. En effet, l’attention portée sur les corps cétoniques s’est intensifiée ces dernières 

années, notamment avec le jeûne intermittent, la diète cétogène ou encore l’application de cétones 

exogènes dans le but d'améliorer la qualité de vie et les performances physiques, de contrer les effets 

du vieillissement ou de lutter contre certaines maladies. 

 

La diète cétogène est un régime alimentaire qui imite le métabolisme à jeun pour induire la production 

de corps cétonique. C’est un régime isocalorique riche en graisse, faible en glucide et avec une quantité 

de protéine modérée. Il existe quatre déclinaisons de régime cétogène : régime cétogène standard, 

régime cétogène cyclique, régime cétogène ciblé et régime cétogène riche en protéines. 

Le régime cétogène standard est le plus étudié : il contient 70 % de matières grasses, 20 % de protéines 

et 10 % de glucides (% en apport calorique quotidien total). La faible teneur en glucides prive 

l'organisme de glucose en tant que principale source d'énergie, favorisant ainsi l'utilisation des corps 

cétoniques produits par -oxydation. Le régime cétogène a depuis longtemps été reconnu comme une 

approche diététique très efficace pour traiter les épilepsies pharmaco-résistantes et a suscité un 

intérêt croissant ces dernières années en raison de nouvelles preuves du potentiel thérapeutique de 

ce régime pour diverses pathologies autres que l’épilepsie. En effet, des données récentes indiquent 

que le régime cétogène pourrait également jouer un rôle thérapeutique dans les maladies 

métaboliques, les troubles neurologiques, les maladies cardiovasculaires ou encore certains types de 

cancers. 

 

2. Applications thérapeutiques 

 

a) Épilepsie 

 

Le régime cétogène a été utilisé pour la première fois en 1921 par Russell Wilder pour traiter l'épilepsie 

(Wilder, 1921). D’après les propriétés antiépileptiques de la famine rapportées par Gulep et Marie en 

1911, Wilder a suggéré que les avantages observés lors du jeûne pourraient dépendre de la cétose. 

Pour cela, il a mis en place un régime cétogène et a observé une réduction de la fréquence et de 

l’intensité des crises épileptiques chez les patients traités. La diète cétogène a alors été considérée 
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comme une option thérapeutique pour l’épilepsie pédiatrique pendant près d’une décennie, mais son 

utilisation a régressé avec l'introduction des médicaments antiépileptiques (Wheless, 2008; Ułamek-

Kozioł et al., 2019). La diète cétogène est réapparue dans les années 1990 afin de traiter l’épilepsie 

infantile pharmaco-résistante (Neal et al., 2008). En 2008, Neal et son équipe ont mené le premier 

essai clinique contrôlé pour évaluer l’effet du régime cétogène sur des enfants (entre 2 et 16 ans) 

souffrants d’une épilepsie qui ne répondait pas aux traitements antiépileptiques. Après trois mois, le 

groupe sous diète cétogène présentait une réduction de 75 % de la fréquence des crises par rapport 

au groupe témoin et près de 40 % ont présenté une diminution de l’intensité des crises. 

D’autres études chez des adultes atteints d’épilepsie réfractaires ont fourni de nouvelles preuves de 

l’efficacité de ce régime. Une méta-analyse de 16 études (338 patients) a révélé que 13% des sujets 

sous régime cétogène avaient une absence de crises et que 53 % des patients avaient une réduction 

des crises de plus de 50% (Liu et al., 2018). 

 

b) Maladies neurodégénératives 

 

Suite aux données émergentes de l’utilisation du régime cétogène dans le traitement de troubles 

neurologiques (tel que l’épilepsie), certains chercheurs se sont intéressés au potentiel de ce régime 

dans le traitement de maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer et la maladie de 

Parkinson (Włodarek, 2019; Dyńka et al., 2022). Les patients atteints de la maladie d’Alzheimer 

présentent un dysfonctionnement mitochondrial et des altérations métaboliques, caractérisés 

notamment par une diminution de l’utilisation du glucose dans le cerveau, consécutive à une réduction 

du nombre et de la fonction des transporteurs du glucose. La diète cétogène favorise l’utilisation des 

corps cétoniques comme source d’énergie pour remplacer le glucose dans le SNC (McDonald and 

Cervenka, 2018). 

Plusieurs études ont évalué les effets cognitifs d’un régime cétogène chez des patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer (Tabaie et al., 2021). En atténuant les altérations du métabolisme énergétique 

cérébral, le régime cétogène conduit à une amélioration de la cognition, du fonctionnement au 

quotidien et de la qualité de vie des patients par rapport à un régime habituel (Taylor et al., 2018; 

Phillips et al., 2021). Une étude a également montré que l’administration, pendant 12 semaines, de 

triglycérides à chaîne moyenne à des patients atteints de la maladie d’Alzheimer augmente les 

fonctions cognitives. Les patients ayant un taux plasmatique de corps cétoniques augmenté ont 

montré une amélioration significative du test de codage des symboles numériques et des tests de 

mémoire immédiate (Ota et al., 2019). 

Le régime cétogène semble également avoir un effet bénéfique sur l’évolution de la maladie de 

Parkinson. Il a ainsi été montré que le -OHB agit in vitro comme un agent neuroprotecteur sur les 
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neurones dopaminergiques (Kashiwaya et al., 2000; Tieu et al., 2003). Une étude clinique a montré 

que des patients atteints de la maladie de Parkinson sous régime cétogène présentaient une 

amélioration globale de l'échelle d'évaluation unifiée pour la maladie de Parkinson (VanItallie et al., 

2005). 

 

c) Troubles métaboliques : Diabète de type 2 et obésité  

 

Plusieurs études ont mis en lumière l’amélioration des troubles métaboliques par le régime cétogène 

tels que le diabète de type 2 et l’obésité. 

Le diabète de type 2 est caractérisé par une hyperglycémie chronique avec une anomalie du profil 

lipidique. Le contrôle de la glycémie et du poids des patients sont donc les exigences principales d’une 

gestion efficace du diabète. De nombreuses études soutiennent l’effet positif d’un régime faible en 

glucides et riche en graisse chez les personnes atteintes de diabète de type 2 (Bolla et al., 2019). Il a 

été rapporté que le régime cétogène améliore la régulation de la glycémie chez ces individus en 

réduisant l'absorption du glucose, les niveaux de glucose plasmatique, le taux de lipoprotéines de 

basse densité (LDL) ainsi que l'hémoglobine glyquée (HbA1c) en renforçant la sensibilité systémique à 

l'insuline et en augmentant le taux de lipoprotéines à haute densité (HDL) (Yancy et al., 2005; Yuan et 

al., 2020; Li et al., 2022). Par ailleurs, l’obésité étant étroitement liée à l’incidence du diabète de type 

2, diverses études ont mis en évidence les avantages du régime cétogène chez des patients en situation 

d’obésité avec une réduction du poids corporel et de l’indice de masse corporelle (Dashti et al., 2004; 

Paoli et al., 2013; Muscogiuri et al., 2019). Le régime cétogène est donc efficace pour améliorer les 

paramètres métaboliques associés au contrôle de la glycémie, de la masse pondérale ainsi qu’au 

contrôle lipidique chez les patients en situation d’obésité et/ou atteints de diabète de type 2 (Choi et 

al., 2020). Il a récemment été rapporté que ce régime peut aussi être présenter des effets bénéfiques 

sur divers facteurs de risque cardiovasculaire chez les individus atteints de diabète de type 2 (Jayedi et 

al., 2022). 

 

d) Maladies cardiovasculaires  

 

Les maladies cardiovasculaires sont la première cause de décès dans le monde avec une augmentation 

significative au cours de ces dernières années. De nombreuses études ont souligné l’intérêt du régime 

cétogène comme modèle nutritionnel dans la prévention et le traitement des maladies 

cardiovasculaires du fait de sa capacité à participer au contrôle du système cardiovasculaire (Dyńka et 

al., 2022). L’un des principaux facteurs de risques des maladies cardiovasculaires est la dyslipidémie 

(taux de cholestérol et de triglycérides élevés). Comme mentionné précédemment, le régime cétogène 
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est bénéfique sur le profil lipidique en induisant une réduction du cholestérol total (diminution du 

cholestérol LDL et des triglycérides) et une augmentation du taux de lipoprotéines HDL (Gardner et al., 

2022; Li et al., 2022). 

Les autres avantages de ce régime dans ces pathologies sont son potentiel anti-inflammatoire et 

cardioprotecteur (lié à l’inhibition de l’activation de NLRP3), la restriction glucidique et l’induction 

d’acide gras anti-inflammatoires du groupe oméga-3. Une étude a montré que les cellules 

endothéliales cardiaques sont capables d'oxyder les corps cétoniques avec pour conséquence une 

augmentation de la prolifération et de la migration des cellules ainsi que de l’angiogenèse (Weis et al., 

2022). De plus, il a été rapporté que l’oxydation des corps cétoniques dans les cardiomyocytes 

améliore leur efficacité respiratoire dans un modèle d’insuffisance cardiaque (Horton et al., 2019). En 

plus d’améliorer les fonctions des cellules endothéliales, les corps cétoniques retardent leur 

vieillissement prématuré. Ces effets confirment l’impact bénéfique du régime cétogène sur la pression 

artérielle (avec une réduction de la pression artérielle systolique et diastolique) et d'autres facteurs de 

risque indirects des maladies cardiovasculaires, comme la réduction du surpoids corporel (Bueno et 

al., 2013; Barrea et al., 2023). 

 

e) Cancer 

 

Plusieurs effets inhibiteurs du régime cétogène ont été proposés sur la croissance des cellules 

tumorales (Weber et al., 2020). Dans les cellules tumorales, la majeure partie de l’énergie provient de 

la glycolyse aérobie plutôt que de la phosphorylation oxydative, même en présence de quantités 

suffisantes d’oxygène. Ce mécanisme est appelé l’effet Warburg. 

Lors de ce processus, le glucose est réduit en lactate plutôt que converti en acétyl-CoA mitochondrial, 

ce qui conduit à une accumulation de lactate dans le TME, créant un environnement acide qui favorise 

la croissance tumorale. En réduisant la disponibilité en glucose et en augmentant la -oxydation des 

acides gras, le régime cétogène favorise donc le passage de la glycolyse aérobie à la phosphorylation 

oxydative mitochondriale dans les cellules tumorales. De plus, en réduisant la glycémie, on observe 

également une réduction des niveaux d’insuline, facteur important dans la prolifération des cellules 

cancéreuses. Plusieurs études pré-cliniques montrent que le régime cétogène augmente la sensibilité 

des cellules cancéreuses aux chimiothérapies classiques ou aux radiothérapies (Allen et al., 2013; 

Klement, 2018). 

Cependant, la sensibilité des cellules tumorales au régime cétogène est très variable selon le type de 

tumeur malgré des signatures métaboliques similaires. Le régime cétogène supprime la croissance du 
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neuroblastome présentant un déficit en OXPHOS (Morscher et al., 2015), alors que le même régime a 

conduit à des résultats différents dans le carcinome rénal (Vidali et al., 2017). 

Dans l’ensemble, les résultats des études pré-cliniques, malgré quelques contradictions, suggèrent 

plutôt un effet antitumoral que pro-tumoral du régime cétogène pour la majorité des cancers solides. 

Ces études indiquent également que l’utilisation du régime cétogène comme traitement adjuvant 

dépend fortement du type de tumeur. Le régime cétogène semble être une option comme thérapie 

adjuvante dans le traitement de certains cancers (neuroblastome, cancer colorectal, glioblastome, 

cancer du pancréas et du poumon) (Weber et al., 2018). 

 

f) Longévité et bien être 

 

Le régime cétogène est capable de prolonger la durée de vie et d’améliorer la santé et la mémoire des 

souris mâles adultes. Dans une première étude, des souris adultes (12 semaines) ont été nourries 

alternativement toutes les deux semaines avec un régime cétogène ou un régime conventionnel. Cette 

étude a révélé qu'une exposition à long terme à un régime cétogène réduit la mortalité en milieu de 

vie (entre 12 mois et 36 mois) et préserve la mémoire chez les souris mâles âgées (Newman et al., 

2017). 

Dans une seconde étude, des souris mâles adultes nourries sous régime cétogène à partir de 12 mois 

voient leur durée de vie significativement augmentée comparativement aux souris sous régime 

conventionnel (augmentation de 13,6 % de la durée de vie médiane). Les souris âgées nourries avec 

un régime cétogène présentaient une préservation des fonctions motrices, des fonctions cognitives 

ainsi que de la masse musculaire, comparativement aux souris témoins. Ces observations pourraient 

être expliquées par l’augmentation des niveaux d’acétylation des protéines et la diminution de la 

signalisation mTORC1, un régulateur central de la durée de vie et du vieillissement. 
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Travaux réalisés 

I. Rationnel et objectifs de l’étude 

 

Les macrophages sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques, tels que l’homéostasie, 

l’initiation et la résolution de l’inflammation, la destruction des microbes et la réparation tissulaire. 

Cette diversité fonctionnelle est associée à une grande diversité phénotypique (Wynn and Vannella, 

2016b). L’acquisition de ces différents phénotypes est dictée par la nature et la quantité de signaux 

présents, localement, dans le tissu dans lequel ils résident. 

 

Les macrophages sont des acteurs clés du processus cicatrisation des plaies (Krzyszczyk et al., 2018) et 

sont indispensable à chacune des étape de ce processus. Les macrophages impliqués dans la 

cicatrisation dérivent principalement des monocytes recrutés. Ils acquièrent d'abord un phénotype 

inflammatoire de type M1 pour soutenir l'inflammation et la défense antimicrobienne, puis un 

phénotype de type M2 pour promouvoir la réparation des tissus. Cependant, les facteurs qui 

contrôlent la polarisation des macrophages pendant la cicatrisation restent mal connus. 

 

Des études ont proposé un rôle central de l'IL-4 dans la génération des macrophages avec un 

phénotype réparateur (Van Dyken and Locksley, 2013). Cependant, le processus de cicatrisation n'est 

pas altéré chez les souris déficientes en récepteur d'IL-4 (Daley et al., 2010), ce qui suggère l'implication 

d'autres facteurs. 

 

Au cours des dernières années, différentes études ont souligné l’importance des nutriments et des 

métabolites comme signaux de polarisation des macrophages (Galván-Peña and O’Neill, 2014; O’Neill 

and Pearce, 2016). Les corps cétoniques AcAc et -OHB servent de carburant alternatif pour les cellules 

extra-hépatiques lorsque les taux sanguins de glucose sont bas (Grabacka et al., 2016). Il a récemment 

été rapporté que le phénotype des macrophages humains et murins peut être modulé par l'AcAc. 

Puchalska et al ont montré que les souris dont les macrophages sont déficients en SCOT développent 

une fibrose hépatique sous régime riche en graisses (HFD), suggérant un rôle de l'AcAc dans 

l'homéostasie tissulaire (Puchalska et al., 2019). De plus, le laboratoire a montré que l'AcAc protège 

les macrophages de la pseudostarvation induite par l'acidose lactique, suggérant qu'elle pourrait 

augmenter la tolérance des tissus à un stress métabolique (Adam et al., 2021). 
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Les objectifs de mon projet de thèse étaient donc d’évaluer l’impact in vitro du corps cétonique AcAc 

sur la polarisation fonctionnelle des macrophages humains d’un point de vue phénotypique, 

métabolique et transcriptomique. 
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II. Matériel et méthode  

 
Notre approche expérimentale reposait sur des expériences : 
 

- In vitro pour évaluer l’impact de l’AcAc sur le profil phénotypique et transcriptomique des 

macrophages humains. Pour cela, des monocytes humains ont été générés avec du M-CSF, en 

présence (AcAc-M) ou en absence d’AcAc (M). Les signatures cytokinique (ELISA, cytométrie 

en flux), transcriptomique (RT-qPCR) et épigénétique (immunoprécipitation de chromatine ; 

ChIP) ont été comparées entre AcAc-M et M. Le rôle des voies métaboliques a été validé à 

l’aide d’inhibiteurs chimiques ou par extinction de gènes (siRNA). 

- In vivo pour valider le potentiel d’un régime cétogène sur la génération de macrophages 

réparateurs dans un modèle de cicatrisation cutanée. 

 

III. Résumé des résultats 

 

Les principaux résultats obtenus sont résumés ci-dessous : 

 

 L'acétoacétate confère aux macrophages humains un profil réparateur  

 

L’AcAc confère aux macrophages humains un profil réparateur. De manière surprenante, nous avons 

observé que les AcAc-M acquièrent de manière séquentielle l'expression de gènes impliqués dans les 

différentes phases de la réparation tissulaire avec (i) une expression précoce des transcrits codant pour 

les gènes de l’inflammation (IL-6, IL-1), (ii) une expression du facteur angiogénique VEGF-A et des 

gènes impliqués dans la phase de prolifération cellulaire aux temps intermédiaires (J2-J3) et (iii) une 

augmentation de l’expression des transcrits codant pour des gènes impliqués dans la migration 

cellulaire et le remodelage tissulaire (OSM et métalloprotéases) aux temps les plus tardifs. 

De plus, les AcAc-M sont distincts des macrophages générés en présence d’IL-4, décrits dans la 

littérature comme les prototypes réparateurs. 
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 La métabolisation de l’AcAc induit un phénotype réparateur médié par des 

modifications épigénétiques 

 

La métabolisation de l’AcAc par les monocytes au cours de leur différenciation est nécessaire à la 

génération des AcAc-M. Plus particulièrement, nous avons observé que la capacité de l'AcAc à 

moduler le phénotype des M dépend de la synthèse d'α-cétoglutarate (α-KG) via la navette malate-

aspartate. De plus, l'expression séquentielle des transcrits induits par l'AcAc suggère une régulation 

épigénétique. L’α-KG est décrit comme un cofacteur essentiel pour l’activité de l’histone déméthylase 

Jmjd3, qui catalyse la déméthylation de H3K27me3 (marque épigénétique répressive). Nous montrons 

ici que l'AcAc, via la synthèse d’α-KG, induit l'activation de Jmjd3 qui permet la déméthylation 

d’H3K27me3 sur les promoteurs des gènes d’intérêts, induisant leur expression par les AcAc-M. 

L'ensemble de ces résultats montre que le phénotype AcAc-M dépend d'une régulation épigénétique 

médiée par l'α-KG. 

 

 Le régime cétogène accélère la cicatrisation des plaies cutanées  

 

Nous avons ensuite évalué l'impact in vivo d'un régime cétogène sur la cicatrisation de la peau. Les 

résultats montrent que la vitesse de fermeture de la plaie est significativement plus rapide chez les 

souris nourries sous diète cétogène (KD) que chez les souris témoins nourries sous régime standard 

(SD). De plus, une analyse transcriptomique des M infiltrant isolés du tissu cicatrisé a révélé une 

différence de phénotype entre les M isolés des souris KD vs SD. En effet, les macrophages isolés des 

souris KD montrent une diminution de l’expression d’IL-1 et une augmentation de de l’expression de 

MMP9 au début de la cicatrisation (J1-J3). De plus, l’expression des gènes impliqués dans la 

prolifération et le remodelage tissulaire (PLAT et TNC) est augmentée chez les souris KD vs SD plus 

tardivement dans le processus de cicatrisation (J7-J10). 

Ces résultats montrent que la diète cétogène améliore la cicatrisation d’une plaie cutanée et que cet 

effet est associé à une augmentation de l'expression des molécules impliquées dans la réparation des 

tissus par les M infiltrant la peau. 
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 Conclusion 

 

Cette étude a permis d’identifier l’acétoacétate comme un métabolite unique capable de favoriser la 

génération d'un phénotype fonctionnel réparateur des macrophages avec une acquisition séquentielle 

des marqueurs de la réparation et d’accélérer la cicatrisation des plaies cutanées. 

 

 

IV. Manuscrit 

 

Ce travail a constitué la base d’un manuscrit soumis pour publication (cf pages 72 à 112). 
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Abbreviations. α-KG, alpha-ketoglutarate; ACAT1, acetyl-CoA acetyltransferase; AcAc, 

acetoacetate; AOAA, aminooxyacetic acid; β-OHB, β-hydroxybutyrate; BMDM, bone 

marrow-derived macrophage; CHC, α-cyano-4-hydroxycinnamate; ChIP, chromatin 

immunoprecipitation; EZH2, enhancer of zeste homolog 2; F3, clotting factor III; G-CSF, 

granulocyte colony stimulating factor; GOT, Glutamic-Oxaloacetic Transaminase; HB-EGF, 

heparin-binding epithelial growth factor; HFD, high-fat diet; HMGCS2, 3-

hydroxymethylglutaryl-CoA synthase; Jmjd3, Jumonji domain-containing protein-3; Mφ, 

macrophage; M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; MCT, monocarboxylic acid 

transporter; OCR, oxygen consumption rate; OM, Oxalomalate; OSM, oncostatin M; PLAT, 

plasminogen activator, tissue type; PLAU, plasminogen activator, urokinase; SCOT, succinyl-

CoA-oxoacid transferase; TCA, tricarboxylic acid; TNC, tenascin; UTX, ubiquitously 

transcribed tetratricopeptide repeat on chromosome X; VEGF, vascular endothelial growth 

factor. 

 

Abstract 

 

Macrophages (Mφ) are involved in many physiological processes, including tissue repair and 

tissue homeostasis. They continuously adapt their phenotype to signals present in their 

environment to respond to tissue demand and accumulating evidence underlines the role of 

metabolites in their polarization. In this study, we investigated the impact of the ketone body 

AcAc on the polarization of human Mφ. We report that AcAc increases, in a time-dependent 

manner, the expression of genes involved in the wound healing process consecutive to its 

metabolism. Interestingly, these Mφ are distinct from the prototypic wound healing M 

generated in the presence of IL-4. Moreover, the acquisition of this phenotype was dependent 

on the synthesis of α-KG via the malate-aspartate shuttle and relied on epigenetic modifications 

involving the histone demethylase Jmjd3. Finally, we observed that a ketogenic diet accelerates 

wound closure in a mouse model of skin repair. In conclusion, this study identifies AcAc as a 

crucial metabolite to induce the generation of a unique subtype of Mφ exhibiting a unique 

wound healing phenotype.  
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Introduction 

 

Macrophages (Mφ) are innate immune cells present in all tissues. They are involved in many 

physiological processes, such as anti-infective immunity, tissue repair and tissue homeostasis. 

Mφ continuously adapt their phenotype to signals present in their environment to respond to 

tissue demand (Okabe & Medzhitov, 2016; Xue et al, 2014). They can thus acquire a large 

variety of phenotypes, reflecting a diversity of functional polarization (Mosser & Edwards, 

2008). Although this diversity makes any classification difficult, and for simplification reasons, 

the M1/M2 dichotomy remains often used. M1 cells are characterized by the production of pro-

inflammatory cytokines and IL-12 and exhibit anti-infectious properties while, in contrast, M2 

cells express regulatory cytokines and growth factors and exhibit immunoregulatory properties 

(Mosser & Edwards, 2008; Mantovani et al, 2002). 

 

Mφ are key players of wound healing (Krzyszczyk et al, 2018; Minutti & Knipper, 2017) , a 

process that can be schematically divided in three consecutive phases that overlap in time: 

inflammation, proliferation, and tissue remodeling (Gurtner et al, 2008; Ding & Tredget, 2015; 

Martin, 1997). The phenotypes of Mφ are adapted to the different phases of the wound healing 

process. Mφ secrete cytokines and chemokines that control the initiation and resolution of 

inflammation and secrete growth and angiogenic factors as well as metalloproteinases that 

promote epithelial and endothelial cell proliferation during the remodeling phase (Wynn & 

Barron, 2010). Importantly, Mφ are essential at each step of the wound healing (Minutti et al., 

2017), as illustrated by the consequences of their depletion (delayed epithelialization, impaired 

angiogenesis, reduced collagen synthesis) (Mirza et al, 2009; Goren et al, 2009). Moreover, a 

selective depletion of Mφ during the inflammatory or the epithelialization phases also impairs 

tissue healing (Lucas et al, 2010). Mφ involved in the wound healing process mainly derive 

from monocytes recruited upon tissue injury. They initially acquire an inflammatory M1-like 

phenotype to support inflammation and microbial defense and then a M2-like phenotype to 

promote tissue repair (Novak & Koh, 2013). Factors that control Mφ polarization during wound 

healing remain unknown. Studies have proposed a pivotal role for IL-4, thanks to its capacity 

to favor in vitro the generation of Mφ with a wound healing phenotype (Van Dyken & Locksley, 

2013). Nevertheless, the healing process is not altered in IL-4 receptor-deficient mice (Daley et 

al, 2010), suggesting the involvement of other factors. Interestingly, accumulating evidence 

underlines the role of metabolites in the polarization of Mφ (O’Neill & Pearce, 2016; Saha et 

al, 2017). Whether metabolites may be involved in wound healing remains largely unknown.  
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The ketone bodies acetoacetate (AcAc) and β-hydroxybutyrate (β-OHB) are alternative fuels 

for extrahepatic cells (McGarry & Foster, 1980; Robinson & Williamson, 1980; Puchalska & 

Crawford, 2017; Cahill, 2006). They are primarily produced by hepatocytes under reduced 

carbohydrate availability by using fatty acid-derived acetyl coenzyme A (acetyl-CoA) which is 

metabolized by 3-hydroxymethylglutaryl (HMG)-CoA synthase (HMGCS2). AcAc and β-

OHB circulate to extrahepatic tissues where they are oxidized to acetyl-CoA, supplying the 

tricarboxylic acid cycle (TCA) via succinyl-CoA-oxoacid transferase (SCOT) and acetyl-CoA 

acetyltransferase (ACAT1). Recent studies reported that the phenotype of human and murine 

Mφ are modulated by AcAc. Puchalska et al showed that mice with SCOT-deficient Mφ 

develop hepatic fibrosis under high-fat diet (HFD), suggesting a role for AcAc in tissue 

homeostasis (Puchalska et al, 2019). We recently reported that AcAc protects Mφ from lactic 

acidosis-induced pseudostarvation, suggesting that it may increase tissue tolerance to a 

metabolic stress (Adam et al, 2021). 

 

In this study, we evaluated the impact of AcAc on the functional polarization of human Mφ. 

We report that AcAc induces sequentially the expression of a set of genes involved in the wound 

healing process and that this effect was mediated by epigenetic modifications involving the 

histone demethylase Jmjd3. Finally, we observed that a ketogenic diet accelerates wound 

closure in a mouse model of skin repair. 
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Results 

 

Acetoacetate induces a wound-healing phenotype in Mφ. 

We first analyzed the impact of AcAc on in vitro generated human Mφ. Monocytes were 

cultured for 5 days with M-CSF, in the absence (Mφ) or presence of 5 mM AcAc (AcAc-Mφ), 

a concentration corresponding to the circulating levels of ketone bodies during prolonged 

fasting (Owen et al, 1969; Garber et al, 1974). AcAc-Mφ expressed elevated levels of the Mφ 

markers CD14 and CD163 but did not express the dendritic cell marker CD1a (Fig. 1A) and 

exhibited a phagocytic activity similar to Mφ (Fig. 1B). In response to LPS, AcAc-Mφ 

exhibited an IL-10hi IL-12lo phenotype, similar to Mφ generated in the presence of M-CSF (Fig. 

1A). The phenotype of AcAc-Mφ was distinct to M1-like cells (CD14lo CD163lo CD1alo IL-

10lo IL-12hi) (Fig. 1A). 

Interestingly, compared to Mφ, AcAc-Mφ produced significantly higher levels of the growth 

factors VEGFA, OSM and HB-EGF (Fig. 1C) and G-CSF (Fig. 1D) and of the inflammatory 

cytokines IL-1β, IL-6 and TNFα, although at lower levels than M1-like cells (Fig. 1D). RT-

qPCR analysis revealed that, compared to Mφ, AcAc-Mφ expressed high levels of mRNA 

encoding chemokines involved in the recruitment of dendritic cells (CCL20, CCL18), NK cells 

(CCL3L1), neutrophils (CXCL1, CXCL2, CXCL5) and Treg lymphocytes (CCL22), as well as 

hemostatic factors, such as the clotting factor III (F3) and the fibrinolytic proteases PLAT and 

PLAU (Fig. 2A and Supplemental Fig. S1). Interestingly, the expression of pro-fibrotic genes 

was decreased (IGF1, PDGFα) or not modulated (TGF-ꞵ1) in AcAc-Mφ compared to Mφ 

(Supplemental Fig. S1). 

The cytokine profile of AcAc-Mφ suggested a tissue repair phenotype (Fig. 2A), as evidenced 

by the induction of molecules involved in the different phases of the wound healing process, 

hemostasis (F3, PLAT, CXCL1), inflammation (CXCL1, IL-1α, TNFα, CCL3L1, CCL25, IL-

36, CXCL2, CCL16, CCL22), proliferation (IL-36, CXCL2, CCL16, CCL22, CXCR4, 

ANGPTL4) and tissue remodeling (ANGPTL4, MMP7) (Fig. 1A).  

 

An extensive list of genes differentially expressed between AcAc-Mφ and Mφ is presented in 

Supplemental Fig. S1. We also observed that these transcripts were expressed in a time-

dependent manner (Fig. 2B). 
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Figure 1. AcAc-Mφ exhibit a wound healing phenotype. Monocytes were cultured for 5 days 

with M-CSF (Mφ), M-CSF plus 5 mM AcAc (AcAc-Mφ), GM-CSF plus IFNγ (GM-CSF + 

IFNγ-Mφ) or M-CSF plus IL-4 (IL-4-Mφ). A. CD163, CD14 and CD1a expression were 

analyzed by flow cytometry and IL-10 and IL-12p70 were quantified after 48 h stimulation with 

LPS. B. Phagocytosis was analyzed by flow cytometry. C-D. Day-5 Mφ were stimulated for 48 

h with LPS before quantification of VEGFA, OSM and HB-EGF (C), IL-1β, IL-6, TNFα and 

G-CSF (D) in cell culture supernatants. A-D. mean ± SEM (n=7-10); * p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001 (One way Anova test); nd, not detected. 

 

 

More precisely, AcAc-Mφ exhibited an early upregulation of the mRNA encoding the 

inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, CCL2 and CXCL5 between 6 h and 24-48 h before 
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returning to basal levels at 48 h (Fig. 2B). The expression of VEGFA and of TNC was 

significantly increased at 48-72 h (Fig. 2B) and the expression of transcripts encoding genes 

involved in cell migration and tissue remodeling, such as TNC, OSM, PLAU, and of the 

metalloproteinases MMP1 and MMP9 was increased in AcAc-Mφ at day 5-7 (Fig. 2A-B and 

Supplemental Fig. S1. 

 

AcAc also potentiated the production of VEGFA, G-CSF and OSM by Mφ generated in the 

presence of M-CSF + IL–4 (prototypic M2) or GM-CSF + IFNγ (prototypic M1), showing that 

its capacity to potentiate cytokine production by human Mφ is not dependent on the polarization 

cytokines (Supplemental Fig. S2). Studies have reported that the production of cytokines by 

human Mφ is dependent on glucose availability (Hu et al, 2018). Results showed that the ability 

of AcAc to modulate the phenotype of human Mφ was equivalent when generated in Glclo or 

Glchi mediums (Supplemental Fig. S3). 

Collectively, these results demonstrated that in vitro generated human Mφ acquired a wound 

healing phenotype upon exposure to AcAc. 

 

 

AcAc-Mφ differ from IL-4-Mφ. 

Mφ polarized in vitro with IL-4 are usually defined as wound-healing cells. We therefore 

compared the cytokine profiles of AcAc-Mφ and Mφ generated in the presence of IL-4 (IL-4-

Mφ). As expected, activated IL-4-Mφ produced VEGF and OSM, although at a lower level than 

AcAc-Mφ (Fig. 1C). However, and contrary to AcAc-Mφ, IL-4-Mφ did not produce HB-EGF 

(Fig. 1C). Compared to IL-4-Mφ, AcAc-Mφ expressed lower levels of dectin-1 and CD206 and 

of the mRNA encoding the IL-4-induced molecules TGM2, KIAA1671, CCL18, CCL22 and 

CCL26 (Supplemental Fig. S4). Contrastingly, AcAc-Mφ, but not IL-4-Mφ, expressed the 

mRNA encoding IL-1α (Fig. 1A) and GM-CSF (Supplemental Fig. S4). 

These results showed that AcAc-Mφ are distinct from IL-4-Mφ. 
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Figure 2. AcAc-M acquire a wound healing phenotype. A. The expression of mRNA encoding F3, CXCL1, PLAT, CCL2, CCL3L1, CCL20, 

CXCL9, MMP7, IL-36γ, CXCL2, CXCR4, CCL18, CCL22 and, ANGPTL4 by day-5 AcAc-Mφ and Mφ stimulated for 6 h with LPS was assessed 

by qPCR. Results are expressed as a relative mRNA expression in AcAc-Mφ versus Mφ (n=4). B. Monocytes were cultured for 7 days with M-

CSF in the absence (Mφ) or presence of AcAc (AcAc-Mφ). The relative expression of mRNA encoding CCL2, IL-6, IL-1β, CXCL5, VEGFA, 

PLAU, TNC, MMP1, MMP9 and, OSM was assessed by qPCR after a 6 h stimulation with LPS at the indicated times. A, B. Mean ± SEM (n=4); 

* p<0.05 (Two-way Anova test).
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The phenotype induced by AcAc is dependent on its metabolism. 

AcAc is a fuel for myeloid cells  . Accordingly, Mφ expressed the mRNA encoding SCOT and 

ACAT1, the two key enzymes involved in AcAc oxidation (Supplemental Fig. S5). In agreement 

with the fact that β-OHB did not modulate the phenotype of differentiating Mφ, human Mφ 

expressed low or no BDH1 mRNA (Supplemental Fig. S5), the enzyme involved in the 

oxidation of β-OHB into AcAc. 

We then evaluated whether AcAc metabolism was required to induce Mφ polarization. Results 

showed that AcAc was taken up by monocytes during their differentiation as evidenced by a 

decrease of extracellular AcAc concentrations (Fig. 3A) and a reduction of AcAc consumption 

in the presence of the MCT inhibitor CHC (Fig. 3B). Of note, the concentration of AcAc 

decreased in cell-free culture medium maintained at 37°C (Fig. 3A), a drop that may result from 

its conversion into acetone through decarboxylation, as previously reported (McNeil et al, 

2014; Fritzsche et al, 2001). We next evaluated the impact of inhibiting the mitochondrial 

thiolase ACAT1, which oxidizes AcAc-CoA to acetyl-CoA (Supplemental Fig. S6)(Newman 

& Verdin, 2014). The ACAT1 inhibitor arecoline reduced the level of IL-6, IL-1, CXCL5, G-

CSF, VEGFA and TNC mRNA expression produced by AcAc-Mφ (Fig. 3C). In addition, 

silencing ACAT1 and SCOT expression significantly decreased the production of VEGFA and 

MMP1 by AcAc-Mφ at 48 h, compared with control siRNA (Fig. 3D-E). As a control, siRNA 

targeting ACAT1 and SCOT decreased ACAT1 and SCOT mRNA expression (Fig. 3D-E). 

The mitochondrial catabolism of AcAc generates succinate and acetyl-CoA that can be oxidized 

within the TCA cycle (Supplemental Fig. S6), thereby supplying substrates to the TCA cycle 

(Newman & Verdin, 2014) and increasing mitochondrial respiration and biogenesis (Frey et al, 

2017; Denoon et al, 2020; Adam et al, 2021). We then compared the mitochondrial respiration 

of Mφ and AcAc-Mφ. As expected, AcAc-Mφ exhibited enhanced oxidative metabolism and 

basal respiration (Fig. 3F); ATP-linked respiration and maximum respiratory capacity were 

significantly elevated in AcAc-Mφ compared to Mφ (Fig. 3G). 

Collectively, these results demonstrated that the metabolism of AcAc was required for the 

generation of AcAc-Mφ. 
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Figure 3. The wound healing phenotype induced by AcAc is dependent on its metabolism. 

A, B. Monocytes were cultured for 3 days with M-CSF and AcAc in the absence or presence 

of CHC and the concentration of AcAc was determined in the cell culture supernatants and in 

cell-free medium. Results are expressed as AcAc concentration (A) and as AcAc consumption 

(B) (n=6). C. The expression of mRNA encoding IL-6, IL-1β, CXCL5, G-CSF, VEGFA and 

TNC by Mφ cultured with 5 mM AcAc in the absence or presence of arecoline was determined 

by RT-qPCR at 24 h or 36 h (n=5-8). Results are expressed as a relative mRNA expression. 
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D,E. Monocytes were transfected for 48 h with siRNA targeting SCOT or ACAT1 mRNA or 

control siRNA before stimulation with LPS. SCOT and ACAT1 mRNA expression was 

analyzed by qPCR. VEGFA and MMP1 were quantified in culture supernatants by ELISA. 

Results are expressed as a percentage of protein expression. F. OCR measurement in AcAc-

Mφ and Mφ before and after sequential addition of oligomycin (oligo), FCCP and antimycin A 

(Anti) (n=7). G. The ratio ATP-linked respiration/maximal respiratory capacity (ATP-

linked/maximal), proton leak/maximal respiratory capacity and the basal respiration/maximal 

respiratory capacity were determined (n=4-7) A-G. Mean ± SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001 (One way Anova test and One sample t test). 

 

 

The AcAc-induced Mφ polarization is mediated by α-ketoglutarate. 

The sequential expression of transcripts induced by AcAc suggested an epigenetic regulation. 

α-ketoglutarate (α-KG), a downstream AcAc metabolite (Supplemental Fig. S6), is an 

epigenetic regulator, acting as a cofactor for histone demethylases (Tran et al, 2019; Loenarz 

& Schofield, 2008). We thus suspected that the AcAc-induced Mφ phenotype was mediated via 

α-KG. In a first set of experiments, we evaluated the capacity of the cell-permeable analog 

dimethyl-α-KG (DM-αKG) to mimic AcAc. Results showed that DM-α-KG induced a cytokine 

profile similar to AcAc-Mφ, as illustrated by an increase of IL-6, IL-1β, CXCL5, VEGFA and 

G-CSF mRNA expression (Supplemental Fig. S6). To confirm that the phenotype induced by 

AcAc was mediated through α-KG synthesis, we evaluated the consequence of inhibiting α-KG 

metabolism in AcAc-Mφ. Surprisingly, results showed that oxalomalate (OM), an inhibitor of 

isocitrate dehydrogenase (IDH) (Supplemental Fig. S6), increased the expression of the mRNA 

encoding CXCL5, IL-1β, IL-6, G-CSF, VEGFA and TNC (Fig. 4A). This result may be 

explained by a preferential use of the malate-aspartate shuttle via the enzymes GOT1 and/or 

GOT2 that constitute an alternative α-KG synthesis pathway upstream IDH (Supplemental Fig. 

S6). In agreement with this hypothesis, the malate-aspartate shuttle inhibitor AOAA decreased 

the expression of CXCL5, IL-1β, IL-6, G-CSF, TNC and VEGFA mRNA expression by AcAc-

Mφ, even in the presence of OM (Fig. 4A). Moreover, silencing GOT1 expression significantly 

decreased VEGFA and MMP1 by AcAc-Mφ at 48 h (Fig. 4B); siRNA targeting GOT1 

decreased GOT1 mRNA expression (Fig. 4B). α-KG can also be produced by glutaminolysis 

(Stillman et al, 1993). Results showed that the ability of AcAc to modulate the phenotype of 

human Mφ was equivalent when generated with or without glutamine (Supplementary Fig. S3). 

These results demonstrated that the capacity of AcAc to modulate the phenotype of Mφ was 

dependent on the synthesis of α-KG via the malate-aspartate shuttle. 
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Figure 4. The impact of AcAc on M requires its metabolization. A. Monocytes were 

cultured for 24, 36 or 48 h with M-CSF plus 5 mM AcAc, in the absence or presence of 

oxalomalate (OM) and/or aminooxyacetic acid (AOAA). The expression of the mRNA 

encoding IL-6, G-CSF, IL-1β, CXCL5, TNC and VEGFA after a 6 h stimulation with LPS was 

analyzed by RT-qPCR. Results are expressed as a relative mRNA expression by cells cultured 

without and with the inhibitors (n=3-8). B. Monocytes were transfected siRNA targeting GOT1 

mRNA or control siRNA before a stimulation with LPS. GOT1 mRNA expression was 

analyzed by qPCR. VEGFA and MMP1 were quantified in culture supernatants by ELISA. 

Results are expressed as a percentage of protein expression (n=7-8). A,B. Mean ± SEM * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (One sample t test). 
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AcAc regulates gene expression via H3K27 methylation. 

α-KG activates Jmjd3, a histone demethylase which catalyzes the demethylation of trimethyl 

H3K27 (H3K27me3), a repressive epigenetic mark (Liu et al, 2017). We thus suspected that 

the capacity of AcAc to regulate the expression of selected mRNA was mediated through the 

regulation of Jmjd3 expression. AcAc-Mφ expressed elevated levels of Jmjd3 mRNA compared 

to Mφ (Fig. 5A) while the expression of the mRNA encoding UTX, another H3K27 

demethylase, and of EZH2, a histone methyltransferase (Yoo & Hennighausen, 2011), was 

equivalent in both cell populations (Supplemental Fig. S6). Interestingly, Jmjd3 converts α-KG 

to succinate, a Jmjd3 inhibitor (Carey et al, 2015). Accordingly, the α-KG/succinate ratio, 

which controls α-KG-dependent dioxygenases, including Jmjd3 (Kaelin, 2011), was elevated 

in AcAc-Mφ compared with M (Fig. 5B). Moreover, AOAA reduced the expression of Jmjd3 

(Fig. 5C) and GSK-J4, a cell-permeable UTX and Jmjd3 inhibitor, prevented the increase of 

CXCL5, IL-1β, IL-6, G-CSF, TNC and VEGFA mRNA expression in AcAc-Mφ at 36 h and of 

OSM and MMP1 mRNA expression at day 7 (Fig. 5D). Finally, we analyzed the level of H3K27 

methylation of selected gene promoters in day-1 AcAc-Mφ. Results revealed an increase of 

H3K27me1 level at the IL-1β, IL-6 and, at a lower extent, VEGFA promoter, compared to Mφ 

(Fig. 5E). 

Collectively, these results showed that the AcAc-Mφ phenotype was dependent on α-KG-

mediated epigenetic regulation. 
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Figure 5. AcAc acts by regulating H3K27 methylation on the promoter of target genes. A. 

Day-7 Mφ and AcAc- Mφ were stimulated with LPS for 6 h and the expression Jmjd3 was 

assessed by RT-qPCR at the indicated times. Results are expressed as a relative level of mRNA 

expression (n=6). B. The intracellular αKG/succinate ratio was determined in cells cultured 

with or without AcAc for 3 days (n=6). C. The expression of Jmjd3 mRNA was evaluated by 

RT-qPCR in monocytes cultured for 24 h or 48 h without or with AcAc and after a 6 h 

stimulation with LPS (n=4-5). D. Monocytes were cultured with M-CSF plus AcAc in the 

absence or presence of the Jmjd3 inhibitor GSK-J4. The expression of the mRNA encoding IL-

6, IL-1β, CXCL6, TNC, G-CSF and VEGFA was determined at 36 h (n=4-8) and the expression 

of MMP1 and OSM was determined on day 7 by RT-qPCR and after a 6 h stimulation with 
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LPS (n=3). C,D. Results are expressed as a relative mRNA expression in treated vs non treated 

cells. E. ChIP assay was performed using anti-H3K27me1 and anti-H3K27me3 Abs and their 

occupancy was determined by qPCR at the indicated gene promoters (n=4). A-E. Mean ± SEM; 

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Welch t-test, One sample t test and Two-way Anova test). 

 

 

Ketogenic diet accelerates skin wound healing. 

We next evaluated the in vivo impact of a ketogenic diet on skin wound healing. In preliminary 

experiments, we verified that a ketogenic diet (KD), but not a standard diet (SD), was associated 

with an increase of circulating AcAc and β-OHB levels (Supplemental Fig. S7). We also 

verified that KD did not impact skin architecture (Fig. 6A) or the frequency of resident M 

subsets (Supplemental Fig. S8). 

After 30 days on KD or SD, mice underwent surgical removal of 1 cm2 skin in the dorsal side 

and the healing was monitored for 21 days. Results showed that wound closure was 

significantly faster at day 2, 3, 4 and 5 in mice fed KD than in mice fed SD (Fig. 6B). Tissue 

analysis showed that healed tissue in KD mice was similar to SD fed mice at day 10 (Fig. 6A) 

and day 20, without signs of fibrosis (Fig. 6A and Supplemental Fig. S7). Moreover, the 

epidermal thickness was equivalent in both groups (Fig. 6A and Supplemental Fig. S7). 

 

We then evaluated whether the impact of KD on skin healing may be associated with Mφ 

reprogramming. In a first set of experiments, we verified that murine Mφ acquired a wound 

healing phenotype upon in vitro exposure to AcAc. As expected, AcAc induced the 

differentiation of BMDM into Mφ expressing elevated levels of mRNA encoding PLAT 

(hemostasis), IL-1β, IL-6, TNFα, CCL2 (inflammation), HB-EGF, IL-36γ, G-CSF, TNC 

(proliferation) and of VEGFA, MMP9 and OSM (remodeling) (Supplemental Fig. S8). We then 

analyzed the profile of F4/80+ Mφ isolated from healed tissues. Flow cytometry analysis 

revealed that (i) the levels of CD11c and CD206 were similar in mice fed KD or SD (before 

skin removal) (Supplemental Fig. S8) and (ii) that the frequencies of skin-infiltrating CD11c- 

CD206- M0, CD11c+ CD206- M1 and CD11c- CD206+ M2 cells were equivalent in both groups 

during the healing process (Fig. 6C). A transcriptomic analysis of skin-infiltrating Mφ revealed 

that the expression of IL-1β was decreased in Mφ collected at D1-D3 and D7-10 in KD versus 

SD fed mice and that the expression of MMP9 was increased at D1-D3 in KD versus SD fed 

mice (Fig. 6D). Finally, the expression of PLAT, TNC and MMP9 mRNA tended to be also 

increased at D7-D10 (Fig. 6D). 
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Collectively, these results showed that KD improved skin healing and that this effect was 

associated to an increase in the expression of molecules involved in tissue repair by skin 

infiltrating Mφ. 
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Figure 6. Ketogenic diet and cutaneous application of AcAc accelerate skin healing. Mice 

were fed ketogenic diet (KD) or standard diet (SD) for one month before surgical skin wound 

or underwent surgical wound and AcAc or PBS were applied daily on wounds (C). A. 

Hematoxylin/eosin (H&E) staining of dorsal skin biopsy sections from normal skin (left panel) 
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and 10 days after injury (right panel) of mice fed standard (SD) (upper panels) or ketogenic 

(KD) diet (lower panels). Arrows demark the wound edge. Scale bar, 100 µm. B. Wounds were 

photographed at different time points and the wound area was measured daily (n=10 or 14). 

Results are expressed as the percentage of closure relative to original size. C,D. Mφ were 

isolated from the skin of mice fed SD or KD. C. Flow cytometry analysis of membrane CD11b, 

CD11c and CD206 expression by Mφ isolated from skin from D0 to D21. Results are expressed 

as a percentage of Mφ subtypes (n=3; each point representing a pool of three mice). D. The 

relative expression of the mRNA encoding IL-1β, PLAT, MMP9 and TNC was assessed by 

RT-qPCR in Mφ isolated at D1-D3 or D7-D10 post-injury (n=4-5; each point representing a 

pool of three mice). B,D. Mean ± SEM * p<0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001 (Welch t-test and 

Two-way Anova test). 
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Discussion 

Ketone bodies constitute an alternative source of energy for all tissues during periods of low 

carbohydrate availability, such as fasting or a ketogenic diet (Puchalska et al, 2018). The 

ketogenic diet has received a lot of attention in recent years because of its beneficial role in 

many pathologies (cancer, type 2 diabetes, neurodegenerative and cardiac diseases) (Zhu et al, 

2022). However, the potential beneficial effect of ketone bodies in wound healing has not been 

investigated. Here, we demonstrate that Mφ generated in the presence of the ketone body AcAc 

display a healing profile with the expression, in a time-dependent manner, of genes involved in 

the three phases of the wound healing process. AcAc-Mφ exhibit an inflammatory profile at 

early times before switching to a healing profile at later times. This effect is associated with 

H3K27 methylation on the promoters of target genes. Finally, a ketogenic diet accelerates 

wound healing in vivo, and this process is accompanied by the presence of Mφ exhibiting a 

healing profile. 

We report, for the first time, that the metabolism of the nutrient AcAc (i) promotes the in vitro 

generation of Mφ with a tissue repair phenotype and, (ii) accelerates wound healing. As 

previously observed, monocytes/Mφ weakly express BDH1, explaining why -OHB poorly 

affected human Mφ phenotype (Puchalska et al, 2019; Adam et al, 2021). 

Mφ are pivotal in each phase of the tissue repair process and their function evolves during 

wound healing (Minutti & Knipper, 2017). At the onset of the wound-healing process, Mφ 

predominantly display an M1 inflammatory profile, which is then progressively shifted to an 

M2 profile during the cell proliferation and tissue remodelling phase. The signals involved in 

this sequential polarization remain poorly understood. Endogenous or exogenous inflammatory 

signals (released by dead cells and/or expressed by microbes) promote M1 cells, while 

cytokines, such as IL-10, IL-4 or IL-13, and efferocytosis, promote M2 polarization (Mosser & 

Edwards, 2008; Wynn & Vannella, 2016). Although M2 Mφ generated in vitro in the presence 

of IL-4 or IL13 are often considered the prototypic wound healing Mφ, their involvement in the 

tissue repair process remains controversial, as the healing process is not affected in IL-4R-

deficient mice (Daley et al, 2010).  

The origin of Mφ subtypes in the healing process remains unclear. Do they derive from the 

differentiation of monocytes into M1 or M2 cells depending on the microenvironment they 

encounter at the time of recruitment or do they originate from a switch from M1 into M2 cells 
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depending on the modification of signals produced locally by stroma cells. To date, a switch 

from M1 to M2 cells has not been reported while, in contrast, several studies have demonstrated 

the reprogramming of M2 into M1 cells (Georgoudaki et al, 2016; Kashfi et al, 2021). 

Our results revealed that AcAc-M acquire M1 and M2 cell markers in a time-dependent 

manner, suggesting that AcAc metabolism leads to epigenetic regulation. Epigenetic regulation 

is a key molecular process allowing Mφ to adapt to their environmental signals, and in particular 

to metabolic modifications (Baardman et al, 2015; Noe et al, 2021). AcAc feeds the TCA and 

stimulates mitochondrial respiration and biogenesis (Frey et al, 2017; Denoon et al, 2020; 

Adam et al, 2021). Our results show that AcAc metabolism induces an elevated α-KG/succinate 

ratio, which constitutes an activation signal for the histone demethylase Jmjd3 that modulates 

H3K27 methylation. We demonstrate that Jmjd3 controls both M1 and M2 characteristics of 

AcAc-M. Supporting this observation, in wound human epidermal keratinocytes, activated 

Jmjd3 triggers the expression of inflammatory genes (IL-1β, IL-6, TNFα), metalloproteases and 

growth factors (HB-EGF, HGF) (Na et al, 2016). Jmjd3 activation in myeloid cells, notably via 

α-KG (Liu et al, 2017), has been reported to favor M2 polarization by modulating H3K27 

methylation at the promoters of M2 marker genes (such as IRF4) (Ishii et al, 2009; Satoh et al, 

2010) and to increase inflammatory gene expression (Davis et al, 2020; Audu et al, 2022). 

In addition to histone methylation, histone acetylation is also involved in Mφ polarization 

(Shakespear et al, 2011; Hoeksema et al, 2014). Although β-OHB inhibits class I histone 

deacetylase (HDAC) (Shimazu et al., 2013) and modulates histone acetylation in CD8+ T cells 

(Luda et al., 2023), whether AcAc may also modulate histone acetylation remains to be 

demonstrated. 

Finally, all cell types, such as muscles (Zou et al, 2016; Zhong et al, 2021) and epithelial cells 

(Denoon et al, 2020), and except hepatocytes, can metabolize AcAc. One can hypothesize that 

AcAc metabolism may also favor the acquisition of a tissue repair phenotype by fibroblasts, 

endothelial cells and keratinocytes that actively participate to the wound healing process. In 

support, the activation of Jmjd3 confers to human keratinocytes a profile similar to AcAc-M 

(Na et al, 2016). 

Ketone bodies are synthesized by the liver during fasting. Studies suggest that anorexia and 

fasting during acute infection may constitute a behaviour conserved across species to increase 

tissue tolerance to acute infections (Medzhitov et al, 2012; Wilhelm et al, 2021). Fasting-
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associated metabolism increases tissue resistance to oxidative stress during bacterial 

inflammation (Wang et al, 2016) and the liver growth factor FGF21, which expression is 

induced by AcAc, regulates thermogenesis and promotes survival during bacterial 

inflammation (Huen et al, 2021). Reinforcing the beneficial role of ketone bodies in tissue 

resistance, we previously observed that AcAc metabolism promotes cell resistance to acidosis-

induced stress by restoring their mitochondrial function (Adam et al, 2021). Here, we provide 

a new mechanism that may help to explain how ketone bodies promote tissue resistance to 

stress. 

The ability of AcAc to improve tissue repair of a limited lesion that does not lead to anorexia 

or fasting (avoiding ketogenesis) allows to speculate on a possible local synthesis of ketone 

bodies. Although ketone bodies synthesis by cells other than hepatocytes has not yet been 

demonstrated, the expression of the HMGCS2 enzyme by extrahepatic cells, such as endothelial 

cells, colon enterocytes, cardiomyocytes, CD8+ T memory cells (Zhang et al, 2020; Cheng et 

al, 2022; Weis et al, 2022) and mouse skin (personal unpublished observation), is in favor of 

extrahepatic ketogenesis. 

Our results showed that the application of AcAc may represent a therapeutic alternative in 

pathological situations characterized by a dysregulated tissue repair by restoring and/or 

accelerating wound healing, such as in diabetic wounds, fibrosis or severe burns (Raziyeva et 

al, 2021). In agreement with this hypothesis, Mφ play a central role in diabetic wound healing, 

and therapies that promote M2 generation are suspected to accelerate healing (Mirza et al, 2013; 

Wang et al, 2017; Sharifiaghdam et al, 2022). Indeed, throughout the diabetic wound healing, 

M retain a prominent inflammatory phenotype due to a chronic inflammation induced by 

hyperglycemia and these inflammatory cytokines prevent the generation of M2 cells (Huang et 

al, 2019; Louiselle et al, 2021), slowing healing. Burns are also associated with a 

hypermetabolic response with a strong increase of lactate production (Gore et al, 2000, 2001) 

and  glucose concentration, that represent risk factors of infection and sepsis. In both situations, 

AcAc should reduce glycolysis, but also enable Mφ to switch from an inflammatory to a healing 

phenotype, ensuring optimal wound healing. Finally, Mφ play an essential regulatory role the 

fibrosis process through the expression of pro- and anti-fibrotic mediators (Wynn & Barron, 

2010). We observed a decrease of pro-fibrotic gene expression in AcAc-Mφ. In agreement with 

our observations, Puchalska et al. reported that AcAc metabolism by Mφ decreases hepatic 

fibrosis (Puchalska et al, 2019), suggesting that AcAc could also be used to dampen fibrosis. 
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In conclusion, our study shows that (i) AcAc constitutes a crucial metabolite to induce the 

generation of a Mφ subtype exhibiting a unique wound healing phenotype and (ii) that AcAc 

represents a potential therapeutic target to facilitate healthy repair of injured tissue. This natural 

and non-toxic molecule seems to have a strong therapeutic interest in pathologies associated 

with massive tissue damage. 
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Materials and Methods 

 

Isolation of human monocytes and generation of Mφ. 

Blood from healthy subjects were obtained from the blood collection center (EFS Pays de la 

Loire, Angers, France; agreement ANG-2017-01). In accordance with French regulations, we 

only had access to blood from donors who had given their consent for research use; the samples 

were anonymized and limited information on donors was given (age 18-70; weight >50 kg; no 

active infectious, neoplastic, hemostatic or vascular disease). Human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) were isolated by standard density-gradient centrifugation on 

Lymphocyte Separation medium (Eurobio Scientific, Les Ulis, France). Monocytes were 

isolated from PBMC by positive selection using anti-CD14 mAb-coated magnetic beads 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany); purity was >99%. Monocytes (1×106 

cells/mL) were cultured for 7 days in RPMI 1640 medium (Lonza, Verviers, Belgium) 

containing low glucose (Glclo; 0.5 g/L), supplemented with 10% FCS (Eurobio Scientific) and 

50 ng/mL M-CSF (ORF genetics, Kópavogur, Island), and containing or not 5 mM AcAc 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). In some experiments, cells were cultured in the presence of 

125 mM α-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC), 250 mM arecoline, 5 mM GSK-J4, 5 mM 

aminooxyacetic acid (AOAA) (all from Sigma-Aldrich) or 1 mM oxalomalate (OM ; Cayman 

chemicals, Ann Arbor, MI). All inhibitors were used at the highest nontoxic concentration. 

Prototypic M2 cells (IL-4-Mφ) (Hickman et al., 2023) were generated by culturing monocytes 

in complete medium containing 50 ng/mL M-CSF for 5 days before addition of 50 ng/mL IL-

4 (R&D Systems, Minneapolis, MN) for two days. Prototypic M1 cells (Hickman et al., 2023) 

were generated by culturing monocytes for 3 days with 50 ng/mL GM-CSF (R&D Systems) 

before addition of 50 ng/mL IFN for 2 days. In some experiments, Mφ were stimulated for 24 

h with 100 ng/mL LPS (from Escherichia coli serotype O111:B4 ; Sigma-Aldrich). 

 

Flow cytometry analysis. 

Cell viability was monitored using the LIVE/DEAD fixable Near-IR Dead cell staining kit 

(Beckman Coulter, Pasadena, CA). Data were acquired using the CytoFLEX flow cytometer 

(Beckman Coulter) and analyzed with the FlowJo software (v10.7.1 ; Becton Dickinson). 

Results are expressed as relative fluorescence intensity (RFI) defined as the ratio of specific 

fluorescence (mean fluorescence intensity (MFI) values with specific mAbs) to nonspecific 

fluorescence (MFI values with isotype control mAbs). The antibodies used were the following: 

PE-labeled anti-human CD14 (ref 130-091-242; Milteniy biotec), APC-labeled anti-human 
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CD163 (ref FAB1607A; R&D Systems), FITC-labeled anti- human CD45 (ref 555806; 

Biolegend, San Diego, CA), PE-labeled anti-mouse CD11b (ref 553311; BD Biosciences, San 

Jose, CA), PerCP Cy5.5-labeled anti-mouse F4/80 (ref 123127; Biolegend), BV421-labeled 

anti-mouse CD11c (ref 117330; Biolegend) and APC-labeled anti-mouse CD206 (ref 141708; 

Biolegend). 

 

Phagocytosis assay. 

Phagocytosis of using Staphylococcus aureus fluorescein conjugate (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA) was analyzed by flow cytometry. Briefly, M were incubated with opsonized 

S. aureus for 2 h at 37°C (1:20 ratio). After washing, cells were incubated with TO-PRO-3 

(Thermo Fisher Scientific) to discriminate dead cells from live cells. Results are expressed as 

the percentage of cells that have phagocytosed at least one bacteria. 

 

Cytokine quantification. 

Human IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFα (Diaclone, Besançon, France), VEGF-A, OSM, 

HB-EGF, G-CSF and MMP1 (R&D Systems) were quantified using commercial ELISA, 

according to the manufacturer recommendation. 

 

RT-qPCR analysis. 

After cell lysis using the Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific), total RNA was extracted 

using the RNeasy Micro kit (Qiagen, Hilden, Germany) and reverse transcribed using the 

Superscript II reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific). The expression of the indicated 

mRNA was analysed by qPCR. Relative quantification was calculated using the 2-ΔΔCT method 

(Vandesompele et al, 2002) using RPS18, EF1A, TBP (for human genes), ACTB and β2M (for 

mouse genes) as references. The calculation method is based on the conversion of the linear Cq 

values into a logarithmic scale using the efficiency of PCR as an exponential function. The 

geometric mean of selected housekeeping genes is used as a normalization factor, allowing 

eliminating inter-sample variations. Results are expressed as relative mRNA levels. 

 

Metabolite quantification. 

The concentration of AcAc in cell culture supernatants and serum were determined using β-

hydroxybutyrate dehydrogenase (Roche Applied Science) that catalyzes the reversible 

reduction of AcAc to β-hydroxybutyrate in the presence of an excess of NADH, with the 

concomitant oxidation of NADH. Results are expressed in mmol/L or as a rate of consumption 
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(mmol/24 h). Alpha-ketoglutarate (α-KG) and succinate were quantified by mass spectrometry 

coupled to liquid chromatography (Q Exactive Orbitrap; Thermo Fischer Scientific). 

Chromatographic elution was performed on a Luna Omega Polar C18 column (Phenomenex, 

Torrance, CA) at 300 µL/min with a phase A of ultrapure water (H2O) and a phase B of 

methanol (MeOH), each containing 0.1% formic acid. The gradient program was as follows: 

after 2 min equilibration at 2% phase B, the gradient reached 100% at 17 min and remained at 

this percentage for 3 min before returning to initial conditions. Metabolites were extracted with 

600 µL ice-cold MeOH/H2O (80/20). Lysates were harvested and centrifuged at 13,800g for 

15 min to remove proteins. Extracts were dried and resuspended in 200 μL H2O/MeOH mixture 

(98/2). The oven temperature was set at 40°C and the injection volume at 5 μL. All peaks were 

manually inspected and checked against known spectra for each metabolite. Results are 

expressed as an α-KG/succinate ratio. 

 

Oxygen consumption rate. 

The bioenergetic profile of Mφ was determined using the XF96 analyzer (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA). Cells (50×103 cells/well) were seeded on plates and allowed 

to recover for 24 h. Cells were then incubated in bicarbonate-free DMEM medium (Sigma-

Aldrich) supplemented with 11 mM glucose, 2 mM L-glutamine, and 1 mM sodium pyruvate, 

in a CO2-free incubator for 1 h. Oxygen consumption rate (OCR) was recorded in basal 

conditions before a sequential treatment with 2 µg/mL oligomycin and 3 µM carbonyl cyanide 

p-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) (both from Sigma-Aldrich). Non-mitochondrial 

respiration (OCR after treatment with 1 μg/mL antimycin A (Sigma-Aldrich) was subtracted 

from all OCR measurements. ATP-linked respiration was estimated from the difference 

between the basal and oligomycin-inhibited respiration rates, and proton-leak respiration was 

obtained by subtracting non-mitochondrial respiration from the OCR measured after 

oligomycin treatment. Maximal respiratory capacity was determined as the rate of respiration 

in the presence of the uncoupler FCCP. Three independent replicates of each measurement were 

generated, and results were normalized according to cell concentration. 

 

RNA interference. 

Short interfering RNA (siRNA) were used to decrease acetyl-CoA acetyltransferase 1 

(ACAT1), succinyl-CoA:3-ketoacid-CoA transferase (SCOT) and glutamic-oxaloacetic 

transaminase 1 (GOT1) expression in human monocytes (Dharmacon, Lafayette, CO). The 

human monocyte nucleofector kit (Lonza, Verviers, Belgium) was used according to the 
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manufacturer's instructions. In brief, immediately after isolation, 4x106 monocytes were 

transfected with 100 nM ON-Target plus SMARTpool siRNA specific for ACAT1, SCOT or 

GOT1 or with control siRNA. The expression of ACAT1, SCOT and GOT1 was assessed by 

RT-qPCR. 

 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay 

ChIP assay was performed using the SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit according to 

the manufacturer’s instructions (Cell Signaling technologies, Danvers, MA). Briefly, 5×106 Mφ 

were fixed with 1% formaldehyde to cross-link histones to DNA. Chromatin was fragmented 

with the micrococcal nuclease (Cell Signaling technologies); 200-400 bp fragmentation was 

confirmed by agarose gel electrophoresis. After digestion, the chromatin was 

immunoprecipitated with anti-H3K27me1 (Sigma-Aldrich) or anti-H3K27me3 Ab (Cell 

Signaling technologies). Immunoprecipitated DNA and input DNA samples were quantified by 

qPCR and data are presented as promoter enrichment. 

 

In vivo experiments. 

5-week-old female/male C57BL6 mice (Janvier laboratory, Le Genest Saint Isle, France) were 

housed in a specific pathogen-free environment in ventilated cages with water and fed with 

standard or a ketogenic diet (8.6% protein, 3.2% carbohydrate, 4.8% fiber, 75.1% fat ; Plexx, 

Amsterdam, The Netherlands). After 30 days of ketogenic or standard diet, mice were subjected 

to chirurgical full-thickness removal of 1 cm2 skin in the dorsal region with incorporation of a 

splint around the wound to prevent closure by muscle contraction, in order to mimic human 

wound healing (epithelialization and granulation tissue formation rather than contraction). 

Wounds were monitored daily, and the wound area was determined by image analysis (ImageJ 

software). Skin biopsies (4 mm diameter) were collected at D0, D10, and D20 for histological 

analysis. Formalin-fixed and paraffin-embedded 5 µm thick tissue sections were stained with 

hematoxylin and eosin. Slides were digitalized using the Aperio ImageScope system (Leica 

Biosystems, Vista, CA) and analyzed in a blind manner. Protocols were approved by the 

institutional ethics committee of the Region Pays de la Loire and authorized by the French 

ministry of research (agreement A49007002; APAFIS#32028-2022042815182176v3). 
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Ex vivo analysis of murine M. 

Skin M were isolated from 4 mm diameter skin fragments using the Whole Skin Dissociation 

kit and F4/80+ cells were isolated by positive magnetic cell sorting (both from Miltenyi 

biotech). 

Bone marrow cells were isolated as described (Toda et al, 2021) and cultured with RPMI 1640 

medium supplemented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 5 µM β-mercaptoethanol and 50 

ng/mL M-CSF. Cells (1106 cells/mL) were cultured for 5 days and the purity of M was 

determined by flow cytometry using anti-CD11b (Biolegend) and anti-F4/80 Ab (Invitrogen). 

Spleen Mp were isolated as previously reported (Bronte et al, 2003). After washing to remove 

non-adherent cells, adherent cells were washed before isolation with F4/80 mAb-coated 

magnetic beads on magnetic columns (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s 

instructions. F4/80+ cells were then stimulated for 6 h with 100 ng/mL LPS. 

 

Statistical analysis. 

All statistical analyses were performed with PRISM software version 9.5.0 (GraphPad Software 

Inc, Boston, MA) (http://www.graphpad.com) and expressed as means  SEM. Data were tested 

for normally distribution with the Shapiro-wilk normality test. The Student’s unpaired two 

tailed t test and one sample t test were used to compare two conditions and Welch ANOVA 

followed by Dunnett’s post hoc test was used for comparisons of more than two sets of 

conditions. The two-way ANOVA test was used to compare two kinetic conditions. P-value 

less than 0.05 were considered statistically significant and n indicates the number of 

independent biological replicates. 

  

http://www.graphpad.com/
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Supplemental data:  

 

 

Figure S1. A. The relative expression of the indicated mRNA was assessed by qPCR in day-5 

AcAc-Mφ versus Mφ. The normalized values for each mRNA from four different donors are 

represented as a heat-map using a color scale, where blue and red represent expression above 

and below the mean, respectively (n=4). B. Monocytes were cultured for 7 days with M-CSF 

in the absence (Mφ) or presence of AcAc (AcAc-Mφ). The relative expression of the mRNA 

encoding IGF-1, TGF-β1, PDGFɑ, TNFɑ, MMP1 and TIMP1 was assessed by qPCR at 6 h to 

day 7 after a 6 h stimulation with LPS. Mean ± SEM (n=6); * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

(Two-way Anova test). 
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Figure S2. Monocytes were cultured for 5 days with GM-CSF (GM-Mφ), GM-CSF plus IFNγ 

(GM-CSF-Mφ + IFNγ) or M-CSF plus IL-4 (IL-4-Mφ), in absence or presence of 5 mM AcAc. 

Day-5 M were stimulated for 48 h with LPS before quantification of VEGFA, G-CSF and 

OSM in cell culture supernatants. Mean ± SEM (n=3-12); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

(One-way Anova test). 

 

 
Figure S3. Monocytes were cultured for 3 days in the absence (Mφ) or presence of AcAc 

(AcAc-Mφ) in culture medium containing 0.5 g/L glucose (Glc), 2 g/L Glc or glutamine free 

(w/o Gln) and were stimulated for 6 h with LPS. The expression of VEGFA, TNC, OSM, PLAU, 

MMP1 and MMP9 mRNA was analyzed by RT-qPCR. Mean ± SEM (n=4). 
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Figure S4. A. The expression of Dectin-1 and CD206 was analyzed by flow cytometry after 48 

h of stimulation with LPS on day-5 Mφ, AcAc-Mφ and IL-4-Mφ. B. The relative mRNA 

expression of genes encoding CCL26, CCL22, CCL18, KIAA1671, TGM2, IL-1α and CSF2 was 

analyzed in day-5 M after 6 h of stimulation with LPS. Mean ± SEM (n=3); * p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001 (One-way Anova test). 

 

 
Figure S5. Monocytes were cultured with M-CSF in the absence (Mφ) or presence of 5 mM β-

OHB (β-OHB-Mφ) or 5 mM AcAc (AcAc-Mφ). A. The relative expression of BDH1, SCOT 

and ACAT1 mRNA was analyzed at day 5 (n=2). B. G-CSF and VEGFA were quantified in 

day-5 Mφ after stimulation with LPS. A,B. Mean ± SEM (n=4-7); * p<0.05 (One-way Anova 

test). 
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Figure S6. A. Schematic representation of the metabolism of AcAc into Acetyl-CoA via SCOT 

and ACAT1 and the AcAc metabolism into α-KG. Inhibitors are in red. B. Monocytes were 

cultured with M-CSF in the absence or presence of 5 mM AcAc or DM-αKG. IL-6, IL-1β, 

CXCL5, VEGFA and G-CSF mRNA was assessed by RT-qPCR and results are expressed as a 

relative mRNA level comparted to the expression of the housekeeping gene RPS18 (n=8-15). 

C. Monocytes were cultured with M-CSF in the absence or presence of 5 mM AcAc. Mφ were 

then stimulated with LPS for 6 h and the expression EZH2 and UTX were assessed by RT-qPCR 

at the indicated times. Results are expressed as a relative level of mRNA expression (n=6). B,C. 

Mean ± SEM, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (One-way Anova test). 
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Figure S7. A. Monitoring of serum AcAc (left panel) and β-HOB (right panel) levels in mice 

fed ketogenic or standard diet (n=3). B. Histological sections of dorsal skin biopsies taken from 

normal skin (left panel) and 20 days after injury (right panel) were stained with 

hematoxylin/eosin (H&E). Black arrows demark the wound edge. Scale bar=100 µm. C. 

Epithelium thickness was measured at day 10 post-injury. Males represented with filled dots 

and females with empty dots (n=5-8).  
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Figure S8. A. Bone marrow cells (BMDM) were cultured for 6 days with M-CSF without or 

with 5 mM AcAc. The relative expression of the mRNA encoding PLAT, TNFα, IL-1β, CCL2, 

IL-6, TNC, HB-EGF, OSM, IL-36γ, MMP9, VEGFA and G-CSF was assessed by RT-qPCR 

after a 6 h stimulation with LPS (n=3). B-D. Mice were fed with SD or KD. B. The relative 

expression of the mRNA encoding CD11c and CD206 was assessed by RT-qPCR in skin Mφ 

isolated from non-treated mice (n=5). C. Resident spleen macrophages were isolated and either 

stimulated or not with LPS. The relative expression of mRNA encoding IL-6, G-CSF, TNC, 

Jmjd3 and MMP9 was assessed by RT-qPCR. D. Myeloid progenitors and BMDM were 

isolated and either stimulated or not with LPS. The relative expression of mRNA encoding IL-

6, G-CSF, TNC, VEGFA and MMP9 was assessed by RT-qPCR. SD, standard diet; KD, 

ketogenic diet. B-D. Mean ± SEM (n=4-5); * p<0.05 (Welch t-test and Two-way Anova test). 
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Discussion et perspectives 

 

Les corps cétoniques constituent une source d'énergie alternative pour tous les tissus extra-hépatiques 

pendant les périodes où la disponibilité en glucides diminue, comme lors d’un jeûne prolongé ou d’un 

régime cétogène. Le régime cétogène a reçu beaucoup d'attention ces dernières années en raison de 

son rôle bénéfique dans de nombreuses pathologies (cancer, diabète de type 2, maladies 

neurodégénératives et cardiaques) (Zhu et al., 2022). Cependant, le potentiel effet des corps 

cétoniques sur la cicatrisation des plaies n'a pas encore été étudié. Nous démontrons ici que les 

macrophages générés en présence du corps cétonique AcAc présentent un profil réparateur avec une 

expression séquentielle, au cours du temps, des médiateurs impliqués dans chacune des phases du 

processus de cicatrisation. Il est intéressant de noter que cette expression séquentielle est associée à 

des modifications des niveaux de méthylation de H3K27 sur les promoteurs des gènes cibles. De plus, 

nous montrons qu'un régime cétogène accélère la vitesse de cicatrisation des plaies in vivo et que ce 

processus s’accompagne de la présence de macrophages présentant un profil réparateur. Ces résultats 

identifient donc l'AcAc comme un médiateur unique qui favorise la génération de macrophages 

réparateurs ainsi que la réparation tissulaire. 

 

Discussion  

 

 Un signal unique qui confère aux macrophages l’acquisition de marqueurs 

inflammatoires puis réparateurs 

 

Nous montrons, pour la première fois à notre connaissance, que la métabolisation d'un nutriment, 

l'AcAc, favorise la génération de cellules avec un phénotype réparateur et, de manière tout à fait 

surprenante, que l’acquisition des marqueurs M1 puis M2 s’effectue de manière chronologique. 

L’AcAc est un corps cétonique, comme le -OHB. Comme décrit dans de récentes études, les 

monocytes et les macrophages n’expriment que faiblement l’enzyme BDH1 (qui permet l’oxydation du 

-OHB en AcAc), expliquant pourquoi il ne module pas ou peu le phénotype des macrophages 

(Puchalska et al., 2019; Adam et al., 2021). 

 

Il a déjà été rapporté dans la littérature que des métabolites modulent la polarisation des 

macrophages. Le glucose et les lipides oxydés induisent la différenciation des monocytes en 

macrophages inflammatoires (Freemerman et al., 2014; Yan and Horng, 2020). Au contraire, d’autres 
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substrat, tels que l’itaconate (O’Neill and Artyomov, 2019) et la glutamine (Liu et al., 2017) confèrent 

un phénotype régulateur voire même réparateur dans le cas de l’itaconate (Maassen et al., 2022). 

Il serait donc intéressant d’évaluer si ces deux métabolites confèrent un phénotype similaire à celui 

des AcAc-Mϕ et, dans l’affirmative, de comparer leur potentiel « réparateur » in vivo 

comparativement aux corps cétoniques. Si les mécanismes mis en jeu sont différents, une combinaison 

corps cétoniques plus un de ces deux substrats pourrait être évaluée afin d’évaluer un effet additif ou 

de potentialisation sur la réparation tissulaire. 

 

Les macrophages jouent un rôle clé dans le processus de réparation tissulaire (Minutti and Knipper, 

2017). De manière surprenante, nous avons observé une acquisition séquentielle par les AcAc-Mϕ, des 

gènes impliqués dans les trois étapes du processus de cicatrisation. Les AcAc-Mϕ présentent un profil 

inflammatoire à des temps précoces (IL-1β, IL-6) puis acquièrent un profil réparateur avec l’expression 

de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et le remodelage tissulaire à des temps plus tardifs 

(VEGFA, OSM, TNC, PLAU, MMP1, MMP9). Au début du processus de cicatrisation, les macrophages 

présentent majoritairement un profil inflammatoire M1 puis un profil M2 lors de la phase de 

prolifération cellulaire et de remodelage. Les facteurs locaux impliqués dans cette polarisation 

successive restent mal connus. Des signaux inflammatoires endogènes ou exogènes (exprimés par des 

cellules mortes et/ou des microorganismes, respectivement) pourraient favoriser la polarisation en 

M1 alors que des médiateurs tels que les cytokines IL-10, IL-4 et IL-13 et l’élimination des cellules 

mortes favorisent la polarisation en M2 (Mosser and Edwards, 2008). 

 

Bien que l'IL-4 ait été décrite comme un médiateur induisant la génération in vitro des macrophages 

réparateurs prototypes, son implication dans le processus de réparation tissulaire reste controversée. 

Nos résultats montrent que le profil des AcAc-M diffère des celui des macrophages générés en 

présence d'IL-4. Les AcAc-M expriment plus faiblement les marqueurs membranaires CD206 et 

dectin-1 ainsi que les transcrits CCL18, CCL22, CCL26, KIAA1671 et TGM2 que les IL-4-M. Soutenant 

ces observations, des études ont montré que l’IL-4 n’est pas nécessaire pour la cicatrisation in vivo 

(Pinhal-Enfield et al., 2003; Daley et al., 2010). Daley et al ont ainsi montré que la cicatrisation des 

plaies et le phénotype de réparateur des macrophages ne sont pas affectés chez les souris déficientes 

pour le récepteur à l’IL-4. 

 

Une question subsiste quant à l’origine des sous-types de macrophages M1 et M2 au niveau de la 

lésion tissulaire. A ce jour, il n’est pas établi si ces deux populations proviennent de la différenciation 

des monocytes recrutés à différents temps du processus de cicatrisation (M1 aux temps précoces, M2 

aux temps tardifs), ou, comme cela est généralement décrit, que ces populations dérivent d'un switch 
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phénotypique de M1 vers M2. Il convient de souligner qu’une transition des macrophages de type M1 

en M2 n’a jamais été mis en évidence, alors que différentes stratégies de reprogrammation des 

macrophages M2 en macrophages M1 ont été identifiés (Georgoudaki et al., 2016; Kashfi et al., 2021). 

Il est important de souligner également que ces deux processus ne sont pas exclusifs et peuvent agir 

de concert. 

 

Nous montrons donc ici que les AcAc-M présentent un phénotype de réparation tissulaire distinct 

des macrophages prototypes réparateurs (IL-4-M) et qu'ils expriment séquentiellement des 

marqueurs de l’inflammation puis de la prolifération et du remodelage tissulaire, suggérant que la 

métabolisation de l'AcAc entraîne une régulation épigénétique. 

 

 Effet de la métabolisation de l’AcAc sur le profil épigénétique des 

macrophages 

 

Ces dernières années, l'épigénétique est apparue comme un régulateur clé de la polarisation des 

macrophages. Les marques épigénétiques dynamiques s'adaptent aux signaux présents dans 

l'environnement. Des études récentes ont mis en évidence des interactions entre métabolisme et 

épigénétique dans la polarisation des macrophages (Baardman et al., 2015; Noe et al., 2021). Dans 

cette étude, nous montrons que la métabolisation de l’AcAc par les macrophages induit des 

modifications épigénétiques via l’activation de l’histone H3K27 déméthylase Jmjd3. L’AcAc est un 

métabolite qui sert de carburant alternatif pour les mitochondries des cellules extra-hépatiques, 

stimulant la respiration et la biogenèse mitochondriale en alimentant le cycle de Krebs (de plusieurs 

types cellulaires) (Frey et al., 2017; Denoon et al., 2020; Adam et al., 2021). Nous suggérons ici une 

nouvelle voie impliquée dans la métabolisation de l’AcAc : la voie de la navette malate aspartate qui 

est impliquée dans la synthèse d’-KG (Bölsterli et al., 2022). Cette navette permet au NADH d'être 

transféré à travers la membrane mitochondriale interne sous la forme d'un métabolite réduit, le 

malate. Le malate est importé du cytosol dans la matrice mitochondriale en même temps que 

l'exportation de -KG de la matrice mitochondriale vers le cytosol. De plus, nous avons observé que le 

rapport α-KG/succinate, qui favorise l’activation de Jmjd3, est augmenté chez les AcAc-Mϕ. 

Nous démontrons que l’acquisition du phénotype des AcAc-M dépend de l'activation de Jmjd3 et de 

la déméthylation de l’histone H3K27. À l'appui de cette observation, dans les kératinocytes 

épidermiques humains lésés, Jmjd3 est activée et déclenche, de manière similaire aux AcAc-M, 

l'expression de gènes inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF), de métalloprotéases et de facteurs de 

croissance (HB-EGF, HGF) (Na et al., 2016). En accord avec nos données, l’inhibition de Jmjd3 par 
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l’inhibiteur GSK-J4 réduit l’expression de ces gènes dans les kératinocytes et retarde la fermeture de 

la plaie. 

L'activation de Jmjd3, dans les cellules myéloïdes humaines ou murines, favorise également la 

polarisation en macrophages de types M2 au travers de la déméthylation de H3K27me3 au niveau des 

promoteurs des gènes marqueurs M2 (tel que IRF4) (Ishii et al., 2009; Satoh et al., 2010), notamment 

via l’-KG produit via la glutaminolyse (Liu et al., 2017) et augmente l’expression des gènes 

inflammatoires (IL-1, TNF) dans les macrophages au niveau de la lésion cutanée (Davis et al., 2020; 

Audu et al., 2022). 

 

Outre la méthylation des histones, l’acétylation est également impliquée dans la polarisation des 

macrophages (Shakespear et al., 2011; Hoeksema et al., 2014). Une étude a montré que la polarisation 

des macrophages avec l’IL-4 augmente les taux d’acétyl-CoA via l’enzyme ACLY (ATP citrate lyase) et 

que son inhibition induit une diminution d’expression des gènes M2 (Covarrubias et al., 2016). Nous 

avons observé qu’un inhibiteur de l’enzyme ACLY diminue l’expression des gènes pro-inflammatoires 

(IL-6, IL-1 et CXCL5) dans les AcAc-M. Ces données suggèrent que l’AcAc induit probablement des 

modifications des taux d’acétylation des histones. Cette hypothèse est en accord avec le rôle inhibiteur 

des histones désacétylases de type I (HDAC) du -OHB (Shimazu et al., 2013) et de sa capacité à 

favoriser l'acétylation des histones dans les cellules T CD8+ (Luda et al., 2023). De plus, Shimazu et al 

ont observé que l’AcAc peut également inhiber les HDAC mais à des concentrations nettement plus 

importantes que -OHB. 

 

De nombreuses cellules métabolisent l'AcAc, telles que les cellules musculaires (Zou et al., 2016; Zhong 

et al., 2021), les neutrophiles (Mårtensson et al., 2023) et les cellules épithéliales rénales (Denoon et 

al., 2020)]. Il est tentant de spéculer que la métabolisation de l'AcAc par d'autres cellules impliquées 

dans le processus de réparation des tissus, telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales et les 

kératinocytes, favorise leur potentiel réparateur. À l'appui de cette hypothèse, il a été montré que 

l'activation de Jmjd3 dans les kératinocytes humains leur confère un profil similaire à celui des AcAc-

M (Na et al., 2016). 

 

 Réponse comportementale 

 

Les corps cétoniques sont synthétisés par le foie en cas de jeûne. Plusieurs études suggèrent que 

l'anorexie et le jeûne induits lors d’une infection aiguë pourraient être des réponses physiologiques 

conservées au cours de l’évolution afin d’augmenter la tolérance des tissus (Medzhitov et al., 2012; 
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Wilhelm et al., 2021). Il a été observé que le métabolisme associé au jeûne augmente la résistance des 

tissus au stress oxydatif pendant une inflammation bactérienne (Wang et al., 2016) et que le facteur 

de croissance  FGF21, dont l’expression est induite par l'AcAc, régule la thermogenèse et favorise la 

survie en cas d’inflammation induite par une infection bactérienne (Huen et al., 2021). Renforçant ce 

rôle bénéfique des corps cétoniques dans la tolérance tissulaire au stress, nous avons précédemment 

observé que la métabolisation d’AcAc favorise la résistance des cellules à l’acidose en restaurant leur 

métabolisme et leurs fonctions mitochondriales (Adam et al., 2021). Nos données décrivent un 

nouveau mécanisme par lequel la résistance des tissus aux stress induite par les corps cétoniques 

pourrait passer. 

 

La capacité de l’AcAc à faciliter la réparation tissulaire d’une blessure mineure, n’entraînant pas 

d’anorexie ou de jeûne, et donc sans induire la cétogénèse, nous amène à supposer une possible 

synthèse locale de corps cétoniques. Bien qu’à ce jour la synthèse de corps cétoniques par des cellules 

autres que les hépatocytes n’ait été démontrée, l'expression de l'enzyme HMGCS2 par des cellules 

extra hépatiques, telles que les cellules endothéliales, les entérocytes du côlon, les cardiomyocytes et 

même les cellules mémoires T CD8+, suggère l'existence d'une cétogenèse extra hépatique (Zhang et 

al., 2020a; Cheng et al., 2022; Weis et al., 2022).  

 

 Potentiel thérapeutique des corps cétogènes et/ou de la diète cétogène 

dans la réparation tissulaire 

 

Dans des situations pathologiques caractérisées par une réparation tissulaire anormale/dérégulée, 

l’application d’AcAc pourrait contribuer à améliorer le processus de cicatrisation, notamment dans des 

situations où est observée une polarisation inadaptée des macrophages, comme dans le cas des plaies 

diabétiques, de  la fibrose ou des brûlures graves (Raziyeva et al., 2021).  

 

Dans la cicatrisation des plaies diabétiques, les macrophages jouent un rôle central et des thérapies 

favorisant la génération de macrophages M2 sont recherchées pour accélérer la cicatrisation (Mirza et 

al., 2013; Wang et al., 2017; Sharifiaghdam et al., 2022). En effet, tout au long de la cicatrisation 

diabétique, les macrophages conservent un phénotype pro-inflammatoire du fait d’une inflammation 

chronique induite notamment par l’hyperglycémie qui prévient la génération de macrophages M2 

(Huang et al., 2019; Louiselle et al., 2021). 
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Les brûlures sont associées avec une réponse hypermétabolique avec augmentation de la 

concentration du lactate (Gore et al., 2000, 2001) et de glucose induisant un risque accru d’infections 

et de sepsis. Les macrophages activés peuvent induire une inflammation excessive avec pour 

conséquence un ralentissement de la cicatrisation et une augmentation de la formation de cicatrices. 

 

Dans ces deux situations, l'AcAc, en modulant l’activité du cycle de Krebs, devrait réduire la glycolyse, 

mais aussi permettre aux macrophages de passer d'un phénotype inflammatoire à un phénotype 

réparateur, favorisant ainsi une cicatrisation normale. 

 

Finalement, les macrophages participent activement à la fibrose, en produisant à la fois des médiateurs 

pro et anti-fibrosants (Wynn and Barron, 2010). Nous avons observé une diminution de l'expression 

des gènes pro-fibrosant dans les AcAc-M. En accord avec nos observations, Puchalska et al. ont 

montré que le métabolisme de l'AcAc par les macrophages diminue la fibrose hépatique (Puchalska et 

al., 2019). Ainsi, la métabolisation de l’AcAc pourrait également être utilisée pour réduire un processus 

de fibrose. 

 

 Conclusion 

 

Nos données identifient l'AcAc comme un métabolite central dans la génération de macrophages 

présentant un phénotype réparateur. Cette molécule naturelle et non toxique possède donc un réel 

potentiel thérapeutique dans les pathologies associées à des dommages tissulaires importants. 

 

Perspectives 

 

A partir des observations faites sur le profil phénotypique, métabolique et épigénétique des 

macrophages générés en présence d’AcAc, plusieurs perspectives peuvent être envisagées dans la 

suite de cette étude. 

 

Tout d’abord, afin de valider le phénotype réparateur des macrophages induit par l’AcAc dans le 

processus de réparation tissulaire, nous pouvons envisager de mettre en place un modèle de souris 

dont les macrophages sont déficients en SCOT, enzyme clé dans la métabolisation de l’AcAc. A l’appui 

de cette hypothèse, une étude a montré que les souris dont les macrophages hépatiques sont 

déficients en SCOT sont prédisposées à une fibrose hépatique, confortant le rôle de l'AcAc dans la 
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biologie des macrophages et l'homéostasie tissulaire (Puchalska et al., 2019). Pour cela, je mettrai en 

place un modèle de souris déficientes par croisement de souris SCOTflox/flox avec des souris LysMCre. 

 

De plus, nous pouvons peut également nous demander si l’effet de l’AcAc est transposable aux autres 

types cellulaires impliqués dans le processus de réparation tissulaire. Pour cela, je m’intéresserai à 

trois principaux types cellulaires : les cellules endothéliales, les kératinocytes et les fibroblastes pour 

leurs rôles, respectivement, dans la néovascularisation, la re-épithélialisation et le remodelage 

tissulaire.  Pour chacun de ces types cellulaires, j’analyserai l’impact de l’AcAc sur leur transcriptome 

et leurs fonctions :  

- pour les cellules endothéliales, j’évaluerai l’angiogenèse en mesurant leur capacité à former 

des capillaires par culture en matrigel et leur migration cellulaire, 

- pour les kératinocytes, j’utiliserai des tests de reconstitution de peau en 3D et j’effectuerai des 

tests de migration cellulaire par blessure (scratch assay),  

- pour les fibroblastes, j’analyserai leur capacité à produire une matrice et à se différencier en 

myofibroblastes. 

 

Ces analyses in vitro pourront être complétées par une analyse in vivo, en évaluant le transcriptome 

et le phénotype de ces différents types cellulaires dans des souris nourries sous diète cétogène et 

ayant subi ou non une lésion cutanée. Ces expériences in vitro pourraient être complétées par des 

expériences de coculture pour préciser le dialogue établi entre ces différents types cellulaires. 

 

Différentes données expérimentales suggèrent que la cétogenèse, longtemps limitée aux hépatocytes, 

pourrait également avoir lieu localement, dans les tissus. L’expression du transcrit codant pour 

HMGCS2, enzyme clé du processus de cétogenèse qui permet la condensation de l'acétoacétyl-CoA 

avec l'acétyl-CoA pour produire HMG-CoA, a été mise en évidence dans les astrocytes, les cellules 

endothéliales, les entérocytes et les cellules T CD8+ mémoires. Nous avons également observé une 

expression de HMGCS2 dans la peau de souris. L’ensemble de ces données suggère que la cétogenèse 

pourrait avoir lieu dans des tissus extra-hépatiques, notamment en cas de stress tissulaire, et qui 

pourrait contribuer au processus de réparation tissulaire. Nous évaluerons donc une potentielle 

expression de HMGCS2 dans les cellules de la peau par une approche de transcriptomique spatiale qui 

nous informera sur l’organisation moléculaire et cellulaire des tissus. 

 

Concernant le processus de réparation tissulaire, mes travaux de recherche ont porté sur un modèle 

de cicatrisation cutanée consécutive à une blessure mécanique. Il serait intéressant d’explorer le 
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potentiel de l’AcAc ou du régime cétogène dans des contextes pathologiques cutanés comme les plaies 

chroniques (diabète) ou aiguës (brûlure). 

Dans un premier temps, j’évaluerai l’impact d’un régime cétogène sur la cicatrisation de plaies 

cutanées dans un modèle de diabète de type 2 induit (souris obèses db/db) (Stachura et al., 2022) et 

de brûlure thermique, suivant la même démarche expérimentale que durant ma thèse. Si j’obtiens les 

résultats attendus, j’analyserai, dans un deuxième temps, si cette protection est également associée à 

une reprogrammation des macrophages au niveau des lésions.  

 

Les données obtenues au cours de ma thèse suggèrent un potentiel intérêt thérapeutique des corps 

cétoniques dans le processus de réparation tissulaire. Dans ce cadre, il apparait essentiel de proposer 

une formulation qui permette d’éviter le phénomène d’adaptation observé chez les animaux nourris 

sous régime cétogène. Deux stratégies peuvent être envisagées :  

Une administration de corps cétoniques par voie orale (qui augmente leur demi-vie) par des boissons 

riches en cétones ou par gavage à l’AcAc 

- Une application locale sous forme de pansement ou hydrogel contenant de l’AcAc 

- Une administration de corps cétoniques par voie orale (qui augmente leur demi-vie) par des 

boissons riches en cétones ou par gavage d’AcAc, 

- Une application locale sous forme de pansement ou hydrogel contenant de l’AcAc. 

 

Enfin, nous pourrions envisager, à plus long terme, une analyse épigénétique complète des AcAc-M. 

En effet, nos données montrent une régulation des niveaux de méthylation des histones dans les AcAc-

M humains. De plus, des études récentes ont montré que l’AcAc peut également induire une 

acétylation des histones. D’un point de vue mécanistique, il serait donc intéressant d’évaluer l’impact 

de l’AcAc sur les niveaux d’acétylation et de méthylation de l’histone H3 sur la reprogrammation 

transcriptomique des macrophages en combinant des approches de type ATACseq, ChIPseq et RNAseq. 

L’implication de ces deux types de modifications dans la signature transcriptomique des AcAC-M sera 

évaluée en évaluant les conséquences d’une inhibition d’expression (siRNA) ou de fonction (drogues 

inhibitrices) des gènes/enzymes impliquées dans l’acétylation et la méthylation des histones. 

 

Mes résultats montrant une régulation épigénétique induite par l’AcAc suggèrent que ce métabolite 

pourrait également réguler l’immunité entrainée ou « trained immunity ». En effet, l’immunité 

entrainée est un processus de mémoire immunitaire par lequel les cellules de l’immunité innée, et en 

particulier les macrophages, présentent une réponse plus rapide et plus intense lors d’un second 

contact avec le même stimulus (Netea et al., 2011). 
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L’objectif sera d’évaluer si l’AcAc peut induire une mémoire immunitaire induisant soit une 

amplification de la réponse immunitaire suite à un second stimulus, soit une tolérance immunitaire. 

Pour répondre à cette question, j’utiliserai des modèles in vitro déjà décrits dans la littérature 

permettant d’évaluer une amplification (modèle -glucane) ou une tolérance (modèle LPS) et 

j’évaluerai l’impact de l’AcAc sur le phénotype des macrophages. L’immunité entrainée fait intervenir 

une reprogrammation épigénétique avec notamment une régulation des niveaux de méthylation et 

d’acétylation de l’histone H3 telle que H3K4me1, H3K4me3 et H3K27ac (Divangahi et al., 2021; 

Fanucchi et al., 2021). Si l’AcAc module l’immunité entrainée, et au vu des modifications épigénétiques 

induites par l’AcAc que nous avons observées, il serait pertinent par la suite d’analyser le profil 

épigénétique des AcAc-M dans ce contexte. 
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 Les macrophages sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques. Ils présentent donc une 

grande diversité de fonction, associée à une multitude de phénotypes. L’acquisition du phénotype est 

dictée par la nature et la quantité de signaux présents, localement, dans le tissu dans lequel ils résident. 

De plus, le phénotype des macrophages s’adapte aux modifications de son environnement. Au cours de 

ces dernières années, de nombreuses études ont souligné le rôle des métabolites dans la polarisation 

des macrophages. Dans cette étude, nous avons évalué l’impact du corps cétonique acétoacétate (AcAc) 

sur la polarisation fonctionnelle des macrophages humains. 

 

Les résultats montrent que l’AcAc induit in vitro des macrophages présentant un phénotype réparateur, 

avec notamment l’acquisition, de manière séquentielle, de l’expression de gènes impliqués dans le 

processus de réparation tissulaire. Ce processus est médié par des modifications épigénétiques 

impliquant la méthylation de l’histone H3K27. Enfin, nous avons observé qu'un régime cétogène 

accélère la fermeture des plaies dans un modèle murin de cicatrisation de plaie cutanée et que cette 

réponse est associée à la présence, dans la peau, de macrophages présentant un phénotype réparateur.  

 

En conclusion, cette étude identifie l’AcAc comme un métabolite unique capable de favoriser la 

génération de macrophages présentant un phénotype réparateur et montre qu’un régime cétogène 

accélère le processus de cicatrisation in vivo. 

 
 

A
B

S
T

R
A

C
T

 Macrophages are involved in many physiological processes. They therefore exhibit a large diversity of 

functions associated with a multitude of phenotypes. The acquisition of the phenotype is dictated by 

the nature and the quantity of signals present, locally, in the tissue in which they reside. Recent studies 

have underlined the pivotal role played by metabolites in the polarization of macrophages. In this study, 

we evaluated the impact of the ketone body acetoacetate (AcAc) on the polarization of human 

macrophages. 

 

Results show that AcAc induces macrophages with a wound-healing phenotype, characterized the time-

dependent expression of a set of genes involved in tissue repair. This process is mediated by epigenetic 

modifications involving histone H3K27 methylation. Finally, we observed that a ketogenic diet 

accelerates wound closure in a murine model of cutaneous wound-healing, and that this process is 

associated with the presence, in the skin, of macrophages with a tissue repair phenotype. 

 

In conclusion, this study identifies AcAc as a unique metabolite capable of promoting the generation of 

macrophages with a wound healing phenotype and shows that a ketogenic diet accelerates the wound-

healing process in vivo. 
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ABSTRACT
Macrophages are the immune cells that accumulate 
the most in the majority of established tumors and this 
accumulation is associated with a poor prognosis. Tumor-
associated macrophages (TAMs) produce inflammatory 
cytokines and growth factors that promote tumor 
expansion and metastasis. TAMs have recently emerged 
as targets of choice to restore an efficient antitumor 
response and to limit tumor growth. Many molecules 
targeting TAMs are actually evaluated in clinical trials, 
alone or in combination. While these molecules induce 
tumor regression and stimulate cytotoxic responses in 
mouse models of tumor development, results from early 
clinical trials are less impressive. In this review, we list 
the biological differences between human and mouse 
macrophages that help explain the different efficacy of 
antitumor strategies targeting TAMs between human 
and animal studies. Differences in the impact of survival 
and polarization factors and in the cytokines produced 
and markers expressed as well as the limitations of 
extrapolations based on in vitro models of TAM-like 
generation should be considered in order to improve the 
design and efficacy of antitumor drugs targeting TAMs.

INTRODUCTION 

Macrophages, which are the most abundant 
infiltrating immune cells in the majority of 
solid tumors, facilitate tumor growth and 
metastasis. Indeed, tumor-associated macro-
phages (TAMs) participate in most of the 
mechanisms involved in tumor growth, 
namely cell proliferation, angiogenesis, 
metastasis, immune suppression and smol-
dering inflammation. TAMs have thus 
emerged as targets and different strategies, 
such as functional reprogramming or inhibi-
tion of their recruitment, gave encouraging 
results in several preclinical models of tumor 
development. Nevertheless, the results in 
humans may be less impressive.1 2 Considering 

the biological differences between human 
and mouse macrophages and the limits of 
the models and markers used to assess their 
functions should improve the design and 
effectiveness of antitumor strategies based on 
targeting/manipulating TAMs. In this review, 
we highlight the differences between human 
and murine TAMs (summarized in table  1) 
that need to be considered in the design of 
clinical trials.

MACROPHAGES, A HETEROGENEOUS AND 
MULTIFUNCTIONAL CELL POPULATION
Macrophages are myeloid cells of the innate 
immune system, present in almost all tissues. 
They perform diverse and essential functions. 
In addition to their antimicrobial activity, they 
ensure the maintenance of tissue homeostasis 
and control all phases of healing and tissue 
repair. They are also involved in the initiation 
and resolution of the inflammation and can 
present antigens to memory (but not naive) 
T cells.3

Resident macrophages exhibit highly 
specialized functions (eg, Kupffer cells in 
the liver or microglia in the central nervous 
system). Monocytes can also be recruited 
to inflamed or injured tissues, where they 
undergo local differentiation into macro-
phages. This process is a critical step in their 
functional polarization, as the phenotype they 
acquire is driven by the nature of the differen-
tiation signals present in their environment. 
Moreover, macrophages are plastic, meaning 
that they continuously adapt their phenotype 
to the demands of the tissue, as they perma-
nently screen their environment.4 5 A multi-
tude of factors/signals, such as microbes, 
cytokines, changes in nutrients or metabolite 
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concentrations, extracellular pH, oxygen tension and 
pressure alteration, induces metabolic and epigenetic 
modifications that are associated with their functional 
adaptation. Depending on the factors they encounter, 
macrophages can thus adopt a multiplicity of pheno-
types, which makes it difficult to classify them according 
to their phenotype.6 However, and although incomplete 
and simplifying, the classification of proinflammatory M1 
versus reparative M2 macrophages remains widely used.

As detailed later in this review, the M1/M2 classifica-
tion was originally defined by in vitro generated murine 
macrophage subsets and is based on well characterized 
phenotypic signatures. However, such signatures are 
rarely, if ever, observed in human macrophages. In order 
to circumvent this limitation, and despite being simplistic, 
a classification of human macrophages into M1-like and 
M2-like subtypes has been proposed. In this review, we 
will use these terms as a functional classification (anti-
tumor M1-like vs protumor M2-like cells).

TAMS: A COMPLEX DIVERSITY
In the majority of established tumors, macrophages accu-
mulate in larger numbers than the other immune cells7–10 
and their accumulation is associated, in most cancers, 

with a poor prognosis.7 11 12 TAMs favor tumor growth 
and metastasis, angiogenesis and lymphangiogenesis and 
tumor-associated inflammation, and decrease effector 
CD8+ T-cell recruitment and function13–16 (figure 1).

TAMs derive from both resident tissue macrophages 
and newly recruited monocytes.17 18 In a mouse model of 
lung cancer, lineage tracing experiments revealed that 
TAMs are initially composed of resident macrophages 
that acquire protumor functions and proliferate, and 
that, in later phases of tumor development, TAMs are 
predominantly composed of recruited monocytes that 
have differentiated locally.18 While the proliferation of 
murine macrophages has been widely reported,19–21 that 
of human macrophages remains poorly documented.22–24 
In humans, the importance of monocyte recruitment in 
maintaining pools of TAMs was recently demonstrated in 
patients with cancer after bone marrow transplantation.25 
Moreover, it appears obvious that the density of TAMs 
in a fast-growing tissue may probably result from the 
recruitment of monocytes rather than a massive expan-
sion of resident macrophages whose proliferative capacity 
remains questionable in humans.

Many molecules targeting TAMs are currently in clin-
ical trials, either alone or in combination with chemo-
therapy, radiotherapy or immunotherapy (especially 
immune checkpoint inhibitors (ICI)).26–29 TAM-targeting 
approaches, described in recent reviews, are of two types: 
those preventing TAM accumulation and/or survival 
(eg, by inhibiting the macrophage colony-stimulating 
factor (M-CSF)/CD115 or C-C motif chemokine ligand 
2 (CCL2)/CCR2 axis)30 31 and those making use of the 
phagocytic properties of TAMs (eg, blocking the SIRP1α/
CD47 interaction) or of their cytotoxic activity.30–33 These 
strategies decrease tumor growth and stimulate cytotoxic 
CD8+ T-cell responses in combination with chemotherapy, 
radiotherapy, or ICI in different mouse models of tumor 
development. Based on these results, clinical trials aiming 
to evaluate the impact of strategies targeting TAMs are 
currently underway. Here, we provide an overview of 
some of the key observations that need to be considered 
when extrapolating results obtained in mouse models to 
humans.

Differences in the processes of generation and functional 
polarization of mouse and human macrophages
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 
induces the generation of dendritic cells in mice and macrophages 
in humans
As discussed earlier, the accumulation of TAMs in estab-
lished tumors results principally from monocyte recruit-
ment induced by attracting molecules, including mainly 
M-CSF (CSF-1) and CCL2 (also known as MCP-1). This 
process can be also induced by other chemokines, such as 
C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) and CXCR5 
ligands.13–15 A number of clinical trials are assessing 
neutralization of CD115 (or c-fms), the receptor for 
M-CSF and interleukin (IL)-34, as a means of preventing 
TAM accumulation. In mouse models, neutralization 

Figure 1  Protumor roles of tumor-associated 
macrophages (TAMs). TAMs secrete factors into the tumor 
microenvironment and express membrane molecules that 
promote tumorigenesis by favoring tumor cell proliferation, 
angiogenesis/lymphoangiogenesis, metastasis and 
immunosuppression. TAMs mediate immunosuppression 
through induction of regulatory T cells (Treg), inactivation of 
effector T cell function and inhibition of dendritic cell (DC) 
maturation. EGF, epithelial growth factor; IL, interleukin; M-
CSF, macrophage colony-stimulating factor; MMP, matrix 
metalloprotease; PDGF, platelet-derived growth factor; 
TGF-β, transforming growth factor-β; TNF, tumor necrosis 
factor; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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of the M-CSF–IL-34/CD115 axis acts in synergy with 
chemotherapy and ICI to reduce tumor growth and to 
favor CD8+ T-cell responses.26 34 However, clinical trials 
in humans have given disappointing results1 35 and some 
TAM subsets seem resistant to this approach.22 It also 
seems likely that in vivo neutralization of the M-CSF–
IL-34/CD115 axis amplifies the impact of GM-CSF (also 
known as CSF-2) on myeloid cells.36

Importantly, GM-CSF has different effects on myeloid 
cell differentiation in human and mice.37 M‐CSF is consti-
tutively expressed in many tissues, whereas GM-CSF is 
present principally at sites of inflammation, including 
tumor sites, as it is produced by activated immune and 
non-immune cells and by some tumors.37–39 GM-CSF trig-
gers the differentiation of murine myeloid precursors 
into mature dendritic cells,40 41 and favors antitumor 
responses by facilitating dendritic cell recruitment and 

activation.37 42 For example, in a murine melanoma model, 
vaccination with irradiated melanoma cells engineered to 
secrete GM-CSF stimulates robust and long-lasting anti-
tumor immunity.43 44 Conversely, GM-CSF neutralization 
affects murine dendritic cell recruitment in vivo.45 Based 
on these observations, GM-CSF has been used in dendritic 
cell-based tumor vaccine trials as an inducer of dendritic 
cell maturation, and is currently included in antitumor 
immunotherapies.42 However, in humans, both M-CSF 
and GM-CSF promote monocyte survival and differentia-
tion into macrophages (figure 2A, left panel). M-CSF trig-
gers in vitro the generation of regulatory macrophages 
that maintain tissue homeostasis, whereas GM-CSF 
induces the generation of macrophages that produce 
inflammatory cytokines (including IL-6, IL-1β and tumor 
necrosis factor α) on stimulation (figure 2B), the produc-
tion of these mediators being upregulated by interferon 

Figure 2  Differences in the generation and polarization of human and murine macrophages. (A) Left panel, human 
macrophages are usually generated in vitro from peripheral blood monocytes cultured in the presence of granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (in the presence or absence of IFNγ) or macrophage colony-stimulating 
factor (M-CSF)/interleukin (IL)-34 (in the presence or absence of IL-4) to generate M1 and M2 cells, respectively. To reveal their 
phenotype, human macrophages must be activated. Right panel: Murine macrophages are primarily generated from bone 
marrow myeloid cell progenitors maintained in M-CSF. The use of GM-CSF leads to the generation of both dendritic cells 
and macrophages.87 (B) Left panel, human markers of macrophage polarization are shown. Right panel: murine markers of 
macrophage polarization. BMDC, bone-marrow derived dendritic cells; BMDM, bone-marrow derived macrophages; HIF-1α, 
hypoxia inducible factor; IFNg, Interferon-gamma; IRF, Interferon regulatory factor; LPS, lipopolysaccharide; MHC-II, major 
histocompatibility complex class II; STAT, Signal transducer and activator of transcription.
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gamma (IFNγ).37 38 46 47 Moreover, high concentrations of 
GM-CSF promote the recruitment of immunosuppres-
sive murine myeloid cells within tumors.39 48 This, and 
the opposite effects of GM-CSF on the differentiation of 
human and murine myeloid precursors into macrophages 
and dendritic cells, respectively, may provide some expla-
nation for the poor efficacy of GM-CSF as an adjuvant for 
antitumor vaccines in humans.42

Importantly, a recent study reported, in a mouse model 
of breast-to-brain metastasis, that the inhibition of CD115 
induced a compensatory increase of GM-CSF synthesis 
by pericytes that induced the acquisition by TAM of an 
inflammatory and tissue repair profile.49 One can thus 
suspect that, in vivo, the neutralization of the M-CSF–
IL-34/CD115 axis may exacerbate the role of GM-CSF, 
which would then promote the generation, in humans, of 
inflammatory macrophages favoring tumor recurrence.

Moreover, we have recently shown that the simulta-
neous presence of GM-CSF and lactic acid, a metabolite 
that accumulates in glycolytic tumors, induces the gener-
ation of macrophages producing inflammatory cytokines 
and tumor-promoting factors that display similarities to 
the ovarian cancer TAMs.50 Another study also reported 
that lactic acid increases the expression of VEGF by 
murine macrophages.51 These results suggest that some 
features of TAMs are induced independently of M-CSF, a 
prototypic M2 inducer, contributing to explain the lack of 
sensitivity to CD115 blockade of some TAM subsets, such 
as angiogenic TAMs.52

It could be argued that, in the presence of IL-4 and/
or IL-13, GM-CSF induces the differentiation of human 
monocytes into dendritic cells.53 While lactic acid is 
frequently found in cancers, the expression of IL-4 or 
IL-13 has only been reported in a restricted number of 
cancers, and mouse, but not human myeloid cells, express 
IL-4 and IL-13, excluding an autocrine role in the gener-
ation of human TAMs. Collectively, these results suggest 
that the role of IL-4 and IL-13 in the functional polariza-
tion of human TAM should be limited.54

It should be noted that other strategies aiming to reduce 
macrophage accumulation by neutralizing the CCL2/
CCR2, CXCL12 (or SDF1)/CXCR4 or IL-1/IL-1 receptor 
axes, together with strategies reducing the recruitment of 
neutrophil precursors, which exhibit suppressive proper-
ties (eg, by targeting the C5a receptor, by jointly neutral-
izing CCR2 and CCR5, or by using a CD11b agonist), are 
also currently evaluated in clinical trials.55 56

Given the difference in factors controlling dendritic 
cell and macrophage generation between humans and 
mice, the impact of these strategies on the recruitment 
and differentiation of precursors and/or activation of 
human macrophages (as well as of dendritic cells) should 
systematically be evaluated.

Polarization and activation of human macrophages should be 
distinguished as two independent processes
Macrophages express different phenotypes, depending 
on the signals present in the environment. In vitro 

experiments with human monocytes have shown that this 
process, referred to as polarization, is time dependent.57 
Moreover, human macrophages require stimulation (via 
CD40 or using TLR agonists) to reveal their cytokine 
profile (except those constitutively produced, such as 
CCL2).46 50 For murine M1 and M2 cells, the terms polar-
ization and activation are not dissociated, and resting and 
activated cells are compared in studies using murine cells.

Myeloid cell activators, including TLR agonists, are 
currently evaluated in clinical trials as inducers of TAM 
reprogramming into antitumor cells.26 30 Importantly, 
TLR9 is expressed by murine but not human myeloid 
cells, a fundamental difference that may profoundly 
impact the consequences of TLR9 agonists on macro-
phage polarization.

TLRs and CD40 agonists induce dendritic cell matu-
ration and facilitate the generation of a protective anti-
tumor response. In contrast, the activation of TAM is 
likely to enhance the production of immunosuppressive 
cytokines and growth factors, thus strengthening their 
protumor phenotype. Thus, acting on both polarization 
and activation may be required to reprogram human 
TAMs into antitumor cells. Repolarization could be 
achieved by modulating the metabolic and/or cytokine 
microenvironment. Consistent with the view of tumors as 
a wound that never heals,58 we and others have shown 
that factors classically associated with tissue lesions, such 
as lactic acid, contribute to the phenotype of TAMs.50 51 
Various molecules affecting tumor cell metabolism (by 
inhibiting glycolysis or other metabolic pathways) are 
currently in clinical trials59 60; the impact of these mole-
cules, used alone or, preferentially, in combination with 
other TAM-targeting molecules, should also be studied 
on human TAMs. Combination treatments that repo-
larize TAMs and activate TAMs and dendritic cells should 
be beneficial.

Phenotypic differences between human and mouse 
macrophages/TAMs
Mouse and human macrophages differ in their capacity to produce 
IFNγ
IFNγ, which has an important role in immune surveil-
lance, facilitates the generation and activation of Th1 
lymphocytes and the initiation of cytotoxic T lympho-
cyte responses. IFNγ is also a potent activator of myeloid 
cells: it polarizes dendritic cells into IL-12-producing cells 
(known as DC1), thereby facilitating the generation of 
Th1 lymphocytes. Previously known as macrophage acti-
vating factor, IFNγ induces the generation of inflamma-
tory macrophages that are potentially cytotoxic to tumor 
cells. IFNγ may also have protumor effects through a feed-
back effect. For example, IFNγ helps to maintain periph-
eral tolerance by increasing PD-L1 expression by tumor 
cells.

Due to its potent antitumor activity, IFNγ has been 
used in the treatment of certain cancers and is currently 
being tested, in association with other antitumor mole-
cules, in clinical trials.61 It is currently thought that the 
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dose and duration of IFNγ treatment need to be estab-
lished, to optimize its beneficial effect when combined 
with antitumor therapies.61 Nevertheless, while murine 
macrophages are IFNγ-producing cells (figure 2B, right 
panel), human myeloid cells produce IFNγ at a very low 
level compared with lymphoid cells62 63 and, importantly, 
the combination IL-12 plus IL-18 appears as the most 
effective in inducing IFNγ production by human macro-
phages. Of note, IL-12, a prototypic antitumor cytokine,64 
is poorly expressed in most tumors and IL-18 exhibits 
protumor activity (favoring cancer progression, metas-
tasis, angiogenesis and immune suppression).65 This will 
make unlikely an in situ reprogramming of human TAM 
into antitumor cells in the absence of IFNγ-producing 
lymphoid cells. Moreover, the activation/reprogramming 
by IFNγ may lower the efficacy of anti-PD-1/-PD-L1 anti-
body treatment (consecutive to an upregulation of PD-L1 
expression by tumor cells), in contrast to the beneficial 
impact of combining TAM activation (that induces IFNγ 
production) and PD1 targeting in murine models of 
tumor development.66

The M1/M2 model does not reflect the phenotypic diversity of 
TAMs
Murine TAMs are commonly characterized by transcrip-
tome analysis, thanks to the specific expression of genes 
defined as ‘M2/protumor’ and ‘M1/antitumor’ cells, 
according to the M1/M2 classification which distin-
guishes macrophages differentiated in the presence 
of M-CSF with either IL-4 (M2) or IFNγ plus LPS (M1) 
(figure 2A, right panel).67

Although IL-4 and IL-13 expressions have been detected 
in some cancers,68–70 the use of macrophages generated 
in the presence of IL-4 as a model for protumor macro-
phages is of little physiological relevance, as discussed 
earlier. The M1/M2 classification was based on the Th1/
Th2 dichotomy, itself derived from an analysis of the 
physiological mechanisms associated with autoimmune 
diseases in mice of different genetic backgrounds. The 
pathophysiology of autoimmune diseases is now char-
acterized by a Th1–Th17/Treg imbalance rather than a 
Th1/Th2 imbalance. Similarly, cancer development is 
associated with a sustained inflammation and profound 
immune suppression involving Th1, Th17 and Treg cells, 
rather than Th2 accumulation. Moreover, although the 
expression of IL-4 and IL-13 has been detected in some 
cancers, M2 cells generated in the presence of IL-4 are 
considered as prototypic tissue repair macrophages 
rather than bona fide protumor macrophages.

Macrophages play an essential role in controlling all 
stages of the tissue repair process,3 but the expression 
of IL-4 or IL-13 is not a characteristic of healing areas, 
and other factors present locally in the injured areas, 
such as IL-21, IL-25 and IL-33,71 may also confer a wound 
healing phenotype to macrophages.72–74 Thus, the study 
of genes associated with M2 cells generated in the pres-
ence of IL-4 are of more relevance in mouse models of 

allergic reactions or helminth infections than in cancers 
or wound-healing process.

Most of the prototypic murine M1 and M2 markers are not suitable 
for the characterization of human macrophages
The phenotypes of macrophage subsets drastically differ 
between human and mouse (figure 2B). Human M1-like 
macrophages are characterized by an elevated expression 
of membrane CD80 and CD86 and by the secretion of 
inflammatory cytokines and IL-12. In contrast, murine 
M1 macrophages express CD11c, CD11b and CD38 and 
produce nitric oxide in addition to proinflammatory 
cytokines. Human M2-like macrophages are character-
ized by an elevated expression of CD163 and CD206 and 
by the production of IL-10 and of several growth factors 
when murine M2 macrophages are defined as arginase 
1 (Arg1)-expressing and VEGF-expressing cells. More-
over, the genes overexpressed in the presence of IL-4 or 
IFNγ greatly differ between human and mouse macro-
phages.67 73 75 Either there are no human homologs of 
particular genes (eg, Ym1 and Fizz1) or their expression 
is differentially regulated. The most widely used signa-
ture is the expression of inducible nitric oxide synthase 
by murine M1 cells and of Arg1 by murine M2 cells, two 
molecules not expressed by human macrophages.67 76 
More generally, there is little correspondence between the 
genes upregulated by IL-4 in human and mouse macro-
phages.61 In addition, most of the genes used to charac-
terize murine M1 and M2 cells have no known function, 
making it difficult to extrapolate their protumor versus 
antitumor functions. Reinforcing this result, Zilionis et al 
nicely demonstrated that, in lung tumors, TAMs exhibit 
species-specific profiles,77 emphasizing the importance 
of characterizing human macrophages instead of extrap-
olating from mouse phenotypes. Finally, the transcrip-
tion factors involved in the polarization of M1-like and 
M2-like macrophages differ between human and mouse 
(figure 2B).

The most informative and reliable way to characterize 
the function of human macrophages is based on the 
profiling of soluble mediators, including growth factors, 
inflammatory cytokines and immunosuppressive mole-
cules. This approach is all the more relevant as cumulative 
single-cell analysis studies in different tumors revealed/
confirmed that human TAM exhibit mixed M1-like and 
M2-like signatures.50 78–82 Surface markers on human 
macrophages display lower levels of modulation than 
cytokine production, and, when modulated (eg, CD163, 
which reflects M-CSF consumption; CD206, which reflects 
IL-4 consumption), their expression is not predictive of 
their protumor or antitumor functions.

Concluding remarks
In conclusion, the different impacts of GM-CSF on human 
versus murine myeloid cell differentiation, the absence of 
IFNγ and TLR9 expression by human macrophages and 
the limits of models using IL-4 as an inducer of repair 
macrophages are all features that distinguish human 
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macrophages from mouse macrophages and that must be 
considered when translating from the preclinical to the 
clinical therapeutic application.

All these information have to be taken account to opti-
mize strategies that directly target TAM, especially with 
the emergence of promising new antitumor therapies 
that promote the phagocytic activity of macrophages by 
targeting the CD47/SIRPα axis, as recently reported for 
B-cell lymphoma and some solid tumors.83–86
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Titre :  Analyse du rôle des corps cétoniques dans la polarisation fonctionnelle des macrophages 
humains – impact sur le processus de réparation tissulaire  

Mots clés :  macrophages, polarisation, acétoacétate, diète cétogène, réparation tissulaire 

Résumé :  Les macrophages sont impliqués 
dans de nombreux processus physiologiques. Ils 
présentent donc une grande diversité de 
fonction, associée à une multitude de 
phénotypes. L’acquisition du phénotype est 
dictée par la nature et la quantité de signaux 
présents, localement, dans le tissu dans lequel 
ils résident. De plus, le phénotype des 
macrophages s’adapte aux modifications de son 
environnement. Au cours de ces dernières 
années, de nombreuses études ont souligné le 
rôle des métabolites dans la polarisation des 
macrophages. Dans cette étude, nous avons 
évalué l’impact du corps cétonique acétoacétate 
(AcAc) sur la polarisation fonctionnelle des 
macrophages humains.   

Les résultats montrent que l’AcAc induit in vitro 
des macrophages réparateurs avec 
l’expression séquentielle de gènes impliqués 
dans le processus de réparation tissulaire. Ce 
processus est médié par des modifications 
épigénétiques impliquant la méthylation de 
l’histone H3K27. Enfin, nous avons observé 
qu'un régime cétogène accélère la fermeture 
des plaies dans un modèle murin de 
cicatrisation de plaie cutanée et que cette 
réponse est associée à la présence, dans la 
peau, de macrophages présentant un 
phénotype réparateur. En conclusion, cette 
étude identifie l’AcAc comme un métabolite 
favorisant la génération de macrophages 
réparateurs et montre qu’un régime cétogène 
accélère la cicatrisation in vivo. 

 

Title:  Role of ketone bodies on the polarization of macrophages – impact on the wound-healing 
process 

Keywords:  macrophages, polarization, acetoacetate, ketogenic diet, wound healing 

Abstract:  Macrophages are involved in many 
physiological processes. They therefore exhibit a 
large diversity of functions associated with a 
multitude of phenotypes. The acquisition of the 
phenotype is dictated by the nature and the 
quantity of signals present, locally, in the tissue 
in which they reside. Recent studies have 
underlined the pivotal role played by metabolites 
in the polarization of macrophages. In this study, 
we evaluated the impact of the ketone body 
acetoacetate (AcAc) on the polarization of 
human macrophages. 
Results show that AcAc induces macrophages 
with a wound-healing phenotype, characterized 
the time-dependent expression of a set of genes 
involved in tissue repair. 
 

This process is mediated by epigenetic 
modifications involving histone H3K27 
methylation. Finally, we observed that a 
ketogenic diet accelerates wound closure in a 
murine model of cutaneous wound healing, and 
that this process is associated with the 
presence, in the skin, of macrophages with a 
tissue repair phenotype. 
 
In conclusion, this study identifies AcAc as a 
unique metabolite capable of promoting the 
generation of macrophages with a wound 
healing phenotype and shows that a ketogenic 
diet accelerates the wound-healing process in 
vivo. 
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