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RÉSUMÉ 

      Les voies de signalisation des Wnt sont impliquées dans le développement embryonnaire, 

dans la régulation de la prolifération cellulaire et dans la différenciation tissulaire à forte capacité 

de renouvellement comme le système hématopoïétique. Les voies de signalisation des Wnt 

contribuent au maintien et à la différenciation des cellules souches hématopoïétiques (CSH). 

Cependant, la source et la fonction des ligands Wnt ainsi que les voies intracellulaires qu’ils 

activent dépendent du contexte et du type cellulaire. Par exemple les ligands Wnt5a et Wnt3a 

contribuent à l’activation des macrophages et dirigent leur polarisation en un profil inflammatoire 

(M1) ou anti-inflammatoire (M2), respectivement. De plus, Wnt3a est un prototype de la voie 

canonique (dépendante de la β-caténine), tandis que Wnt5a est un prototype de la voie non-

canonique. Ces voies ont des effets opposés sur le maintien des CSH. Cette thèse se concentre 

sur l’étude du ligand non-canonique Wnt4. Il a été montré qu’une surexpression de Wnt4 

augmente le nombre de précurseurs myéloïdes dans la moelle osseuse (MO). Cependant, le rôle 

de Wnt4 dans les macrophages et les CSH n’est pas encore connu. 

      Bien que les macrophages M1 sont glycolytiques et que les macrophages M2 ont un 

métabolisme mitochondrial actif, l’impact de Wnt4 dans ces changements métaboliques demeure 

inconnu. Afin de caractériser le rôle de Wnt4, nous avons généré des macrophages déficients en 

Wnt4 (Wnt4-/-) qui présentent une diminution de l’activité des protéines AKT (Thr308) et ERK 

(Thr202/Tyr204) ainsi qu’une augmentation de l’activité mitochondriale décrite par une 

augmentation des niveaux ATP et une augmentation de la consommation d’oxygène. En outre, 

l’augmentation de l’activité de la lipase acide lysosomale (LAL) et la diminution des gouttelettes 

lipidiques indiquent que les lipides sont les principaux substrats utilisés par le métabolisme 

mitochondrial. D’un point de vue fonctionnel, les macrophages Wnt4-/- favorisent la survie du 

parasite Leishmania donovani qui est une fonction associée à un profil M2. Les macrophages 

sont aussi impliqués dans la rétention des CSH dans la MO. L’absence de Wnt4 dans les CSH 

ralentit leur cycle cellulaire menant à la diminution de leur autorenouvellement tandis que la 

délétion de Wnt4 dans les cellules myéloïdes n’altère pas la fonction des CSH, donc le rôle de 

Wnt4 est intrinsèque aux CSH.  

      En conclusion, nous avons montré un nouveau rôle métabolique et fonctionnel du ligand Wnt4 

dans le contrôle du métabolisme des macrophages et du maintien des CSH dans la MO. 

Mot clés : Wnt4, macrophages, CSH, métabolisme, lipide, hématopoïèse, autorenouvellement 
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ABSTRACT 

      The Wnt signaling pathways are involved in cell fate decisions during embryogenesis, and 

remain important for the regulation of cell proliferation and differentiation in tissues with high 

turnover rate, such as the hematopoietic system. Wnt signaling contributes to the maintenance of 

haematopoietic stem cells (HSCs) and the development and maturation of most if not all different 

blood cell lineages. However, the source and identity of the most important Wnt ligands, and the 

specific intracellular signaling pathways they activate, are highly dependent on context and cell 

type. For example, the ligands Wnt5a and Wnt3a contribute to macrophage activation and direct 

their polarisation into an inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) profile, respectively. Wnt5a 

and Wnt3 also activate different downstream signaling pathways: while Wnt3a is considered the 

prototypical canonical (-catenin-dependent) ligand, Wnt5a activates a -catenin-independent 

non-canonical pathway. Canonical and non-canonical Wnt signaling pathways have also 

opposing effects on HSC self-renewal. This thesis focuses on the non-canonical ligand Wnt4. It 

was previously shown that overexpression of Wnt4 increases the number of myeloid precursors 

in the bone marrow (BM), suggesting a potential increase in macrophage differentiation. However, 

the role of Wnt4 in macrophages or in HSCs remains unkown. 

      Macrophage polarization is associated with metabolic changes. Glycolysis is favored in the 

M1 profile, and mitochondrial metabolism is attributed to the M2 profile, but the impact of Wnt4 in 

regulating these processes is not well established. We therefore generated Wnt4-deficient (Wnt4-

/-) macrophages and observed decreased AKT (Thr308) and ERK (Thr202/Tyr204) 

phosphorylation and an increased mitochondrial activity as seen by oxygen consumption and ATP 

production. In addition, the increase in lysosomal acid lipase (LAL) activity and decrease in 

intracellular lipid quantity indicate that lipids were the main substrates used by mitochondrial 

metabolism. The absence of Wnt4 also promoted parasite growth during infection with 

Leishmania donovani, which is normally associated with an M2 profile. Macrophages are also 

involved in HSC retention in the haematopoietic niche within the BM. Although the absence of 

Wnt4 in HSCs promoted the expression of cell cycle inhibitors and lead to decreased HSC self-

renewal, myeloid-restricted Wnt4 deletion had no significant impact on HSC function, indicating 

that the role of Wnt4 in HSCs was more likely cell-intrinsic.  

      In conclusion, we have shown a new metabolic and functional role of Wnt4 ligand in the control 

of macrophage metabolism and HSC maintenance inside the BM. 

Key words: Wnt4, macrophages, HSC, metabolism, lipid, haematopoiesis, self-renewal 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Les macrophages 

      Les macrophages sont des cellules mononucléaires myéloïdes appartenant à l’immunité 

innée. Ils sont à la première ligne de défense face aux pathogènes (Hirayama et al., 2017). De 

plus, les macrophages sont des cellules phagocytaires professionnelles, résidentes dans tous les 

organes, afin de maintenir l’intégrité des tissus. En raison de leur capacité de phagocytose, de 

destruction et de sécrétion, les macrophages sont aptes à participer à l’immunité innée et 

adaptative. En effet, ils sont des cellules présentatrices d’antigènes aux lymphocytes T naïfs, et 

permettent ainsi leur activation (Gordon and Pluddemann, 2017, Wang et al., 2013). De plus, ils 

amorcent le processus de réparation tissulaire à la suite d’une blessure ou d’une réponse à une 

infection (Gordon and Taylor, 2005). En outre, ils éliminent les débris cellulaires et les cellules 

apoptotiques résultant du remodelage tissulaire (Kono and Rock, 2008). Cependant, ils ont un 

rôle homéostatique indépendant de leur implication dans la réponse immunitaire. En effet, ils 

phagocytent ≈ 2 × 1011 érythrocytes chaque jour, ce qui équivaut à environ trois kilos de fer et 

d’hémoglobines recyclés chaque année par l’hôte. Ce processus a une contribution métabolique 

vitale (Mosser and Edwards, 2008). En résumé, la fonction des macrophages est indispensable 

aux processus immunitaires sans lesquels l’hôte ne peut survivre face aux menaces, qu’elles 

soient mineures ou de plus haute importance. 

1.2 Découverte des macrophages 

      Les macrophages ont été découverts par Ilya Ilich Metchnikoff (1845-1916) (Tan and Dee, 

2009). Zoologiste et embryologiste de formation (Korzh and Bregestovski, 2016, Cooper, 2008, 

Cavaillon, 2011), sa découverte fut fortuite. Il était intrigué par les relations phylogénétiques et 

voulait y apporter une plus grande compréhension à travers l’étude de l’embryologie des espèces 

invertébrées. Il affirmait qu’une compréhension des structures anatomiques des embryons et de 

leurs fonctions pourrait être une piste prometteuse pour la compréhension de l’anatomie adulte 

et de la physiologie. Ceci était le point de départ de la conceptualisation de sa théorie de 

phagocytose. 

      Metchnikoff a constaté que les cellules étaient en compétition les unes avec les autres. Par 

conséquent, il a déclaré que l’évolution doit être comprise par des processus sélectifs qui 

interviennent dans les interactions des lignées cellulaires entre elles et ceci dans l’intérêt de 

l’ensemble de l’organisme. Ce qu’il a reconnu plus tard comme étant une réponse au Darwinisme 
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pour lequel il avait une grande fascination (Cooper, 2008, Tauber, 2003). Chez les animaux 

supérieurs, Metchnikoff a observé que les cellules indifférenciées du parenchyme se 

différenciaient en deux couches, endoderme et mésoderme. L’endoderme a une fonction 

digestive alors que le mésoderme engendre les fonctions circulatoires, respiratoires et 

locomotives (Tauber, 2003, Korzh and Bregestovski, 2016). 

      Une matinée de 1882 à Messine (Italie), Metchnikoff observait au microscope des larves 

d’étoiles de mer où il a remarqué des cellules qui bougeaient librement tout le long des larves. Il 

a émis l’hypothèse que si ces cellules pouvaient manger des nutriments, elles étaient tout aussi 

capables de manger des microbes (Karnovsky, 1981). Afin de tester cette hypothèse, il a introduit 

des épines de roses dans les larves d’étoiles de mer. La journée suivante, il a remarqué que les 

cellules précédemment observées ne se déplaçaient plus sans but à l’intérieur des larves et 

qu’elles s’étaient regroupées autour des corps étrangers comme si elles essayaient de les 

conduire vers l’extérieur (Tan S Y, 1968). Il a également observé ce phénomène dans d’autres 

modèles comme les daphnies « puces d’eau » infectées par les spores d’un champignon 

infectieux, où les cellules étaient capables de bouger, ingérer et détruire les spores infectieuses 

(Korzh and Bregestovski, 2016). Plus tard, il observait le même processus chez des mammifères 

(lapins), mais qui étaient seulement exposés spécifiquement à la forme atténuée et la moins 

virulente du microbe (l’anthrax) (Tan and Dee, 2009). 

      À partir de ce moment-là, la théorie de phagocytose a pris forme. Il a émis l’hypothèse que 

dans des conditions appropriées, des cellules protectrices à l’intérieur d’un organisme réagissent 

avec une réponse immunitaire en attaquant et ingérant les corps étrangers. De plus, Metchnikoff 

a inventé le terme, phagocyte, des mots grecs « phages », voulant dire « manger », et « cite », 

voulant dire « cellule » (Tan and Dee, 2009). Sa principale contribution était la compréhension 

que la phagocytose était un mécanisme de défense, et que les phagocytes étaient un participant 

actif de l’inflammation, ce qui suggère que l’inflammation peut être utile et non pas juste délétère. 

De plus, il a conclu que l’inflammation chez les animaux supérieurs est un signe d’un corps en 

bonne santé (Cavaillon, 2011, Steven, 1892). 

      Elie Metchnikoff a reçu le Prix Nobel de médecine en partenariat avec Paul Ehrlich en 1908 

(Cavaillon, 2011, Gordon, 2008, 1990). Ce dernier a contribué à la distinction entre les 

microphages (neutrophiles) et les macrophages par la coloration à l’aniline dans différents 

organes comme le foie, la rate, le poumon, les ganglions lymphatiques et l’intestin (Gordon, 

2008). Metchnikoff a clairement identifié les neutrophiles en décrivant des petites cellules 

amiboïdes avec un noyau divisé en différents lobes avec la même capacité phagocytaire que les 
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macrophages. Toutefois, ils sont plus présents dans les phases aiguës de l’infection. Par ailleurs, 

les macrophages se distinguent par un large noyau volumineux. Metchnikoff a indiqué que les 

macrophages et microphages étaient des participants actifs au processus d’inflammation 

(Cavaillon, 2011). De plus, il a identifié deux fonctions bactéricides, une substance qui prépare le 

microbe sans l’endommager et une autre substance pour le détruire. Ehrlich a nommé la 

substance préparatoire amboceptor (anticorps) et a nommé complément la substance 

destructrice (Schmalstieg and Goldman, 2008). 

      Metchnikoff a subi de maintes critiques et réticences de la part de ses confrères face à 

l’apparition du nouveau concept de la phagocytose. Toutefois, l’évolution de la science à travers 

le temps a permis à Metchnikoff d’être considéré comme père fondateur de l’immunité innée. 

1.3 Origines des macrophages 

      Anciennement, l’origine des macrophages était identifiée comme provenant seulement de la 

différenciation des monocytes circulants (van Furth and Cohn, 1968). La classification des 

monocytes repose sur l’expression du marqueur inflammatoire Ly6C. Ainsi, les monocytes sont 

divisés en deux groupes Ly6C+ et Ly6C-  qui expriment les marqueurs de surface et les récepteurs 

à chimiokines CD11b+, CD115+, CCR2high, CX3CR1low et CD11b+, CD115+, CCR2low, CX3CR1 high 

respectivement (Auffray et al., 2007, Wolf et al., 2019, Auffray et al., 2009). Les monocytes Ly6C+ 

ont une capacité de migration et d’infiltration plus importante que les Ly6C- par l’interaction CCL2-

CCR2 (Si et al., 2010, Palframan et al., 2001). Fonctionnellement, les Ly6C+ sont plus 

microbicides. Cette fonction est due à leur pouvoir phagocytaire et pro-inflammatoire (Serbina et 

al., 2008). Par conséquent, ils donnent naissance à des macrophages inflammatoires lors d’une 

infection bactérienne. Cependant, les monocytes Ly6C- se différencient en macrophages anti-

inflammatoires qui contribuent à l’angiogenèse et atténuent les propriétés inflammatoires (Yang 

et al., 2014). 

      Les monocytes proviennent de précurseurs myéloïdes communs au niveau de la moelle 

osseuse (figure 1.1). Ensuite, ils circulent dans le sang pendant plusieurs jours avant de rentrer 

dans les tissus et les approvisionnent en macrophages lorsque la situation l’exige (Geissmann et 

al., 2010, Nahrendorf and Swirski, 2013). Plus tard, certaines études ont suggéré que cette notion 

n’est pas applicable à toutes les populations adultes de macrophages. Par exemple, une 

transplantation de moelle osseuse chez des souris irradiées n’affecte pas le maintien des cellules 

de Langerhens (macrophages de l’épiderme) (Merad et al., 2002). De la même manière, des 

études par la parabiose (une technique chirurgicale qui permet de connecter le sang périphérique 
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de deux souris) d’une souris en santé avec une souris souffrant d’une maladie neurodégénérative 

ou irradiée montrent que la microglie (les macrophages du système nerveux central) régénère 

localement par renouvellement sans recrutement des précurseurs de la moelle osseuse (Ajami 

et al., 2007, Ajami et al., 2011). Une analyse génétique a permis de cibler deux gènes présents 

exclusivement dans les monocytes (Mx1 et S100a4). L’expression de ces gènes est 

prédominante dans la différenciation myéloïde. Par contre, leur expression est diminuée dans les 

macrophages provenant du poumon, de la rate, du péritoine, de la moelle osseuse et de la 

microglie, confirmant ainsi la diminution de la contribution des monocytes dans le développement 

de macrophages de certains tissus (Hashimoto et al., 2013). L’utilisation de souris ayant le 

système Cre recombinase dans le locus CX3CR1 croisées avec des souris R26-YFP (Cx3cr1cre 

: R26-yfp) a permis de déterminer l’origine des macrophages. Dans ce système le gène Cx3cr1 

est exprimé soit de façon constitutive (système Cre) ou conditionnelle (système CreERT2 

inductible avec le tamoxifène). L’analyse de la population mononucléaire phagocytaire dans ces 

systèmes a identifié l’absence de l’expression de CX3CR1 dans les macrophages du poumon, de 

la rate, du péritoine ainsi que des cellules Kupffer du foie. En somme, les macrophages de ces 

tissus sont établis avant la naissance et leur maintien est indépendant de la différenciation des 

monocytes à l’âge adulte (Yona et al., 2013). De plus, il a été montré par parabiose que les 

macrophages du poumon, de la rate, de la MO, du péritoine ainsi que la microglie présentent un 

taux négligeable de chimérisme (Hashimoto et al., 2013). En résumé, les macrophages dérivent 

des monocytes circulant, cependant, dans certains tissus leur présence est déjà bien établie 

avant la naissance et leur renouvellement ne nécessite pas le recrutement de précurseurs. 
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Figure 1.1  Ontogénie des macrophages dérivés des monocytes 

Ce schéma décrit les différents progéniteurs myéloïdes qui donnent naissance aux macrophages. 

PMC : progéniteurs myéloïdes communs, PGM : progéniteurs granulocytes – monocytes, PG : 

progéniteurs de granulocytes, PM : progéniteurs de monocytes, PMD : progéniteurs — monocytes – 

dendritiques, PMo : progéniteurs monocytes, PCD : progéniteurs de cellules dendritiques, CDmo : 

cellules dendritiques dérivés des monocytes, CDc/CDp : cellules dendritiques 

conventionnelle/cellules dendritiques plasmacytoïdes. 

 

      Lors du développement embryonnaire, les macrophages ont deux origines distinctes, 

caractérisées par la phase primitive et la phase définitive de l’hématopoïèse (figure 1.2). Lors de 

la phase primitive, l’hématopoïèse se développe du mésoderme postérieur du sac vitellin autour 

du jour 7 de l’embryogenèse (E=7). Ce procédé donne naissance aux érythroblastes, 

mégacaryocytes et macrophages primitifs (Bertrand et al., 2005). Les macrophages sont les seuls 

globules blancs à cette étape et sont maintenus tout au long de la vie par autorenouvellement 

(Hashimoto et al., 2013, Yona et al., 2013, Ensan et al., 2016). Ces macrophages sont identifiés 

par les marqueurs CD45+,F4/80+,CX3CR1- et sont exclusivement d‘origine maternelle (Bertrand 

et al., 2005). Une seconde vague de progéniteurs hématopoïétiques émerge de l’endothélium 

hémogénique du sac vitellin entre E=8 et E=8.5 et migre par la suite vers le foie fœtal (E=9.5), 
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afin de générer des précurseurs avec un potentiel érythroïde et myéloïde large, mais non 

lymphoïde, ce sont des précurseurs érythro-myéloïdes (PEM) (Palis and Yoder, 2001). Les 

macrophages générés sont identifiés par les marqueurs suivants, CD45 -, c-Kit+ et CX3CR1+ 

(Bertrand et al., 2005). Ces PEM sont incapables de persister. Par conséquent, cette étape est 

identifiée comme transitoire (Wolf et al., 2019, Hoeffel and Ginhoux, 2018). 

      Le système hématopoïétique primitif est rapidement remplacé par l’hématopoïèse définitive 

(E=8.5-E=10.5). À E=8.5 une nouvelle vague de progéniteurs hématopoïétiques qui proviennent 

de l’endothélium hémogénique intraembryonnaire prend place. Ces progéniteurs génèrent des 

cellules souches hématopoïétiques immatures qui émergent de l’aorte-gonades-mésonéphros 

(AGM) et migrent vers le foie fœtal (E=10.5) où elles donnent naissance à toutes les cellules 

immunitaires. Le foie fœtal est le site majeur de l’hématopoïèse lors du développement 

embryonnaire. Par contre, lors de la période périnatale, la moelle osseuse devient le principal site 

de l’hématopoïèse (Cumano and Godin, 2007, Schulz et al., 2012, Boisset et al., 2010). En 

conclusion, les macrophages ont un rôle d’immunosurveillance fonctionnel avant la naissance qui 

se poursuit tout au long de la vie. 
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Figure 1.2 Le développement de l’hématopoïèse dans un modèle murin 

L’hématopoïèse primitive se déroule dans le sac vitellin donnant naissance aux érythrocytes-

mégacaryocytes et macrophages (E=7). L’hématopoïèse transitoire émerge de l’endothélium 

hémogénique extraembryonnaire, donne naissance aux érythrocytes et cellules myéloïdes (E=8). 

L’hématopoïèse définitive est responsable de la production des cellules souches hématopoïétiques 

qui maintiennent le système sanguin et immunitaire (E=10.5). 
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1.4 Polarisation des macrophages 

      Afin de pouvoir exercer leur rôle de protection et de défense de l’hôte contre les pathogènes, 

les macrophages sont activés par des stimuli exogènes et/ou endogènes et aussi par des facteurs 

de croissance tels que M-CSF (CSF-1) et GM-CSF (CSF2). M-CSF et GM-CSF génèrent les 

macrophages et influencent leur comportement lors des réponses immunitaires (Hamilton, 2008, 

Hamilton, 2020, Popova et al., 2011). La culture de macrophages avec GM-CSF stimulés avec 

LPS induit la production de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, contrairement au M-CSF 

qui induit la production de cytokines/chimiokines anti-inflammatoires (Fleetwood et al., 2007, 

Lacey et al., 2012, Popova et al., 2011) (Tableau 1.1). M-CSF est produit par différentes cellules 

telles que les ostéoblastes, les cellules endothéliales, les cellules stromales, les fibroblastes et 

les macrophages (Hamilton, 2008, Smith et al., 2013, Ushach and Zlotnik, 2016). Par ailleurs, 

son rôle dans la différenciation des macrophages a été bien défini par des études in vivo qui 

montrent une altération du nombre de plusieurs populations de macrophages chez des souris 

déficientes en M-CSF (Dai et al., 2004). De plus, M-CSF est aussi détecté dans des maladies 

inflammatoires. En effet, il induit l’expression de CCL2 afin de recruter les monocytes au site de 

l’inflammation et contribue donc à la différentiation des macrophages (Hamilton, 2008). En outre, 

M-CSF favorise la capacité phagocytaire des cellules mononucléaires (Smith et al., 2013, 

Mitrasinovic et al., 2003) ainsi que la survie, la prolifération et la différenciation des lignées 

myéloïdes (Otero et al., 2009, Mun et al., 2020, Davies et al., 2013). 

Tableau 1.1 Les différents facteurs produits par les macrophages en culture en présence de M-CSF ou 
de GM-CSF 

GM-CSF M-CSF 

TNFα IL-10 

IL-12 CCL2 

IL-6  

IL-23  

NF-κB  

 

      En situation d’homéostasie le niveau de M-CSF peut être régulé par le récepteur CSF-1R qui 

est dégradé suite à son internalisation (Huynh et al., 2012). CSF-1R est exprimé faiblement dans 

les CSH mais il est fortement exprimé dans les monocytes, les différentes populations de 

macrophages, les ostéoclastes, la microglie et les cellules dendritiques myéloïdes (Sarrazin et 

al., 2009). La signalisation de M-CSF-CSF-1R joue un rôle majeur dans la prolifération, la 
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différenciation et la survie des macrophages. CSF-R est un récepteur à tyrosine kinase qui 

dimérise à la suite de son activation et entame une série d’autophosphorylations. Par la suite, il 

forme un complexe avec les protéines adaptatrices Grb2/SOS. Ce complexe se dissocie du 

récepteur et amorce une autre série de phosphorylations de tyrosines et serines. Ultimement, le 

complexe M-CSF/CSF-1R est internalisé et dégradé dans les lysosomes. L’activation du CSF-1R 

assure la prolifération et la survie cellulaire par l’activation des voies PI3K/AKT et des MAPK 

(ERK1/2, JNK, p38) (Stanley and Chitu, 2014, Bradley et al., 2008, Comalada et al., 2004). Plus 

spécifiquement, ERK1/2 s’avère particulièrement nécessaire à la prolifération et à la 

différenciation des macrophages (Comalada et al., 2003, Reddy et al., 2002, Comalada et al., 

2004). En réponse à M-CSF, la signalisation ERK1/2 active les progéniteurs hématopoïétiques 

et induit l’expression du facteur de transcription PU.1, un régulateur myéloïde nécessaire à la 

maturation des macrophages (Mossadegh-Keller et al., 2013, Henkel et al., 2002). Ainsi, une 

activation prolongée de ERK1/2 promeut la différenciation des macrophages (Stanley and Chitu, 

2014, Suzu et al., 2007). La prolifération et la survie des macrophages sont aussi maintenues 

indépendamment des voies PI3K/AKT et MAPK par la protéine DAP12. En effet, DAP12 est aussi 

impliquée dans ces processus en réponse à une stimulation par M-CSF. DAP12 est une protéine 

adaptatrice associée avec plusieurs récepteurs lymphoïdes/myéloïdes. DAP12 se compose 

d’une région extracellulaire courte, une région transmembranaire et un domaine cytoplasmique 

(Otero et al., 2009). La délétion de DAP12 (DAP 12 -/-) dans des cellules de la moelle osseuse 

altère leur prolifération et augmente leur accumulation à la phase G1 du cycle cellulaire en 

diminuant l’expression des cyclines D1/D2. De plus, les cellules DAP 12 -/- sont pré-apoptotiques 

ce qui diminue leur survie. DAP12 agit en réponse à une stimulation par M-CSF indépendamment 

des MAPK en activant la tyrosine kinase Pyk2 qui induit la translocation de la β-caténine au 

noyau. La β-caténine active les facteurs de transcription TCF/LEF responsables de la régulation 

du cycle cellulaire (Otero et al., 2009). Sans exclure l’interrelation entre les différentes voies, le 

contrôle des processus de la prolifération, de la survie et de la différenciation des cellules 

phagocytaires peut être résumé à l’implication de trois voies de signalisation majeures ERK1/2, 

PI3K/AKT et DAP12 (figure 1.3). 
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Figure 1.3  Les voies de signalisation activées par le complexe M-CSF/CSF-1R 

À la suite de la liaison du ligand M-CSF, le récepteur tyrosine kinase CSF-1 dimérise et effectue une série 

d’autophosphorylations. Par la suite, le récepteur phosphorylé active différentes protéines qui contrôlent la 

prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. 

 

      Contrairement à l’effet du M-CSF, les souris déficientes en GM-CSF ne montrent ni 

perturbation de l’hématopoïèse ni modulation du développement myéloïde. Toutefois, la 

maturation des macrophages alvéolaires est altérée. Par conséquent, en absence de GM-CSF, 

les souris développent une pathologie pulmonaire (Shibata et al., 2001, Stanley et al., 1994, 

Schneider et al., 2014). L’expression de GM-CSF est très peu détectée à l’état basal mais elle 

est induite à la suite d’une stimulation inflammatoire. De plus, il est souvent utilisé pour le 

développement et la fonction des cellules dendritiques (Inaba et al., 1992). En plus des 

macrophages et des monocytes, GM-CSF agit sur les neutrophiles, éosinophiles et les 

basophiles. La liaison de GM-CSF à son récepteur active les principales voies des MAPK, 

PI3K/AKT et JAK-STAT (Hamilton, 2008). En somme, la présence de l’un ou l’autre de ces 
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facteurs dans l’environnement influence la réponse des macrophages aux stimuli. GM-CSF et M-

CSF induisent la sécrétion de profils de cytokines différents par les macrophages ce qui 

détermine par la suite leur comportement. 

      Les macrophages associés à un profil inflammatoire sont appelés des macrophages 

classiquement activés, identifiés par M1. Et ceux associés à un profil anti-inflammatoire sont 

appelés des macrophages alternativement activés, identifiés par M2. La classification M1/M2 

s’est faite par analogie aux réponses Th1 et Th2 engendrées lors de l’immunité adaptative 

(Muraille et al., 2014). L’immunité adaptative arrive après la réponse immunitaire innée qui est la 

première ligne de défense contre les pathogènes. L’immunité innée œuvre par des cellules 

phagocytaires professionnelles telles que les macrophages, les cellules dendritiques et les 

neutrophiles. De plus, elle adopte la même réponse face à des pathogènes différents. En d’autres 

termes, l’immunité innée est un mécanisme général (Alberts B, 2002, Janeway CA Jr, 2001). Par 

contre, si le système n’arrive pas à bout de l’élimination complète du pathogène phagocyté, 

l’immunité adaptative prend le relais. À cette étape, les cellules phagocytaires deviennent des 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) aux lymphocytes T naïfs (Th0). Les Th0 prolifèrent, se 

différencient et deviennent des cellules effectrices. Selon le signal reçu, ils adoptent une 

réponse Th1 ou Th2. Plusieurs facteurs peuvent polariser les Th0, tels que les cytokines, les 

hormones, la dose d’antigènes et les CPA (Mikhalkevich et al., 2006, Spellberg and Edwards, 

2001) (figure 1.4). 

      Les CPA fournissent deux signaux différents pour l’activation des Th0 (Abbas et al., 1996, 

Mosmann and Coffman, 1989, Su et al., 2015). Le premier signal consiste en une présentation 

antigénique. Les CPA présentent l’antigène à leur surface via le complexe d’histocompatibilité II 

(CMHII). Le complexe peptide-CMHII se lie au récepteur (TCR) à la surface du Th0 (Mosmann 

and Coffman, 1989, Tai et al., 2018). Le deuxième signal est l’activation de la signalisation 

intracellulaire. Dans ce but, les CPA induisent la signalisation par les protéines co-stimulatrices 

exprimées à leur surface, les protéines B7 (CD80/CD86) qui sont reconnus par les 

protéines CD28 à la surface des Th0. Ce signal amplifie en retour l’expression des protéines B7  

(Tai et al., 2018, Eiz-Vesper and Schmetzer, 2020). En plus du récepteur TCR, les Th0 expriment 

le complexe CD3 qui à la suite de la liaison du complexe peptide-CMHII active un signal 

intracellulaire. En effet, le complexe TCR-CD3-CMHII recrute la protéine kinase LCK qui 

phosphoryle le motif ITAM sur le CD3. Cette phosphorylation induit le recrutement de la protéine 

kinase ZAP70 et permet ainsi sa phosphorylation par LCK et son activation. ZAP70 activée induit 

la formation d’un complexe multiprotéique appelé le signalosome. Le signalososme propage le 
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signal à trois voies de signalisation majeures, la Ca2+, les MAPK et la NF-KB. L’activation de ces 

voies de signalisation mène à la croissance et à la différenciation des Th1 (Brownlie and 

Zamoyska, 2013). À la suite de la liaison des Th aux CPA et leur activation, les lymphocytes 

activent des protéines d’adhésion (LFA-1) pour renforcer cette liaison en s’attachant à la molécule 

d’adhésion (ICAM-1) à la surface du CPA. Ceci permet aux Th de rester liés assez longtemps 

aux CPA pour être activés. La polarisation en Th1 et Th2 s’accompagne de l’augmentation de 

l’expression des facteurs de transcription T-bet et GATA-3 respectivement (Szabo et al., 2000, 

Taha et al., 2003). Les Th activés peuvent inhiber le signal en exprimant la protéine CTLA-4 qui 

se lie aux protéines B7 (Abbas et al., 1996). Suivant les deux signaux, les Th0 deviennent des 

cellules effectrices. 

      La réponse Th1 est spécifique à l’élimination des pathogènes intracellulaires. À cet effet, les 

cellules Th1 sécrètent la cytokine IFNɣ qui active les macrophages M1 pour finaliser la 

destruction du pathogène (Kidd, 2003, Murphy et al., 2000, Yang et al., 2018). La réponse Th2 

est spécifique à l’élimination des pathogènes extracellulaires. En outre, elle active les 

lymphocytes B (LB), la production d’anticorps et stimule la production d’éosinophiles, de 

basophiles et de mastocytes (Spellberg and Edwards, 2001). Le récepteur des LB (BCR) lie 

l’antigène et forme un agrégat avec ses chaines de protéines invariantes α et β. Cette liaison 

amorce une série d’évènements de phosphorylation qui active une multitude de cascades 

signalétiques impliquant principalement les MAPK, PKC/Ca2+ et PI3K (Dal Porto et al., 2004). 

Par endocytose, les LB délivrent l’antigène au compartiment endosomal pour sa dégradation en 

peptides. Les peptides sont retournés à la surface des LB et sont présentés aux Th0 par le CMHII. 

Par le même processus que décrit précédemment, les Th0 s’activent et deviennent des Th2. La 

signalisation des LB est inhibée par le récepteur Fc (Chen and Jensen, 2008, Adler et al., 2017). 

Finalement, la réponse Th2 polarise les macrophages M2 en secrétant les cytokines IL-4 et IL-

13 (Kaiko et al., 2008, Spellberg and Edwards, 2001) (figure 1.4). En résumé, les cytokines, les 

hormones et la dose de l’antigène sont des facteurs qui influencent la réponse immunitaire 

adaptative. En outre, des cytokines spécifiques produites par les lymphocytes activés, les 

facteurs de croissance GM-CSF et M-CSF contribuent à la polarisation des macrophages M1 ou 

M2. 
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Figure 1.4 La différenciation des Th0 et la polarisation des macrophages 

Plusieurs facteurs tels que les cytokines, les hormones, la quantité de l’antigène induisent l’activation des Th0 

en Th1 ou Th2. La réponse Th1 ou Th2 polarise les macrophages en M1 ou M2 

1.4.1 Macrophages classiquement activés (M1) 

      Les macrophages M1 sont stimulés par l’IFN-ɣ et les agonistes des récepteurs TLR tels que 

le lipopolysaccharide (LPS). Ils sont caractérisés par leur fonction microbicide ainsi que par leur 

pouvoir de sécréter différentes cytokines inflammatoires, telles que les IFN, l’IL-12, le TNF-α, l’IL-

6, l’IL-18 et l’IL-1β (Martinez and Gordon, 2014, Murray, 2017, Atri et al., 2018, Palma et al., 

2018). L’expression des cytokines inflammatoires est bénéfique pour l’hôte. En effet, elles 

contribuent à mettre le système en alerte afin de recruter les cellules immunitaires et les facteurs 

nécessaires à l’élimination du pathogène. Cependant, une expression exagérée des cytokines 

inflammatoires induit un choc septique et devient par conséquent néfaste pour l’hôte (Tisoncik et 

al., 2012). 
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      Les IFN sont classés majoritairement en deux groupes, IFN de type I (IFN-α, IFN-β, IFN-ω et 

IFN-ԏ) et de type II (IFN-ɣ) (Lee and Ashkar, 2018). L’IFN-ɣ est un activateur endogène des 

macrophages. Il se lie à son récepteur spécifique à la surface du macrophage (IFNGR). IFNGR 

est constitué de deux chaines IFNGR1 et IFNGR2. Une fois le récepteur activé par son ligand, il 

active la voie de signalisation JAK/STAT (figure 1.5). L’IFNGR active les protéines kinases 

associées à sa partie cytoplasmique JAK1/2. Une fois activées, JAK1/2 phosphorylent le résidu 

tyrosine 440 sur la protéine STAT1 dans le cytoplasme et permet sa dimérisation. Le 

dimère STAT1 est ensuite activé sur la tyrosine 701 ce qui permet sa translocation dans le noyau 

et sa phosphorylation subséquente à la serine 727 (Sadzak et al., 2008). Le dimère phosphorylé 

se lie à une séquence régulatrice sur l’ADN appelée GAS (Gamma interferon activation site) et 

adopte une configuration parallèle. Ainsi, STAT1 stimule la transcription de ses gènes cibles 

(Socs, Bcl-2, p21, c-myc, Nos2, etc.) (Rawlings et al., 2004, Murray, 2007, Seif et al., 2017). Par 

ailleurs, STAT1 subit un cycle d’activation-inactivation dans le noyau-cytoplasme par des 

modifications post-transcriptionnelles. Elle est acétylée à la lysine 410-413 par l’histone 

acétyltransférase (HAT) plus précisément CBP qui acétyle aux histones 3,4,2A,2B (H3, H4, H2A, 

H2B) (Kouzarides, 2007, Kramer et al., 2009) ce qui l’incite à adopter une configuration 

antiparallèle et facilite sa déphosphorylation par la phosphatase TCP45. Cette acétylation mène 

à son inactivation (Kramer et al., 2009). La forme déphosphorylée est recyclée au cytoplasme où 

elle déacétylée par l’histone déacétylase 3 (HDAC3). HDAC3 induit la reconfiguration de STAT1 

menant à sa phosphorylation. De cette façon, un autre cycle de phosphorylation recommence 

(Stark, 2007, Hu and Ivashkiv, 2009).  

      L’activation des macrophages par l’IFN-ɣ induit l’expression de gènes qui codent pour des 

chimiokines, protéines et facteurs de transcription (par exemple MIG, IP-10 et IRF-1) importants 

pour l’amplification de la réponse immunitaire nécessaire à combattre les menaces 

intracellulaires, telles que les infections virales, bactériennes ou encore la stimulation par les IFNs 

eux-mêmes. Cependant, la signalisation doit être contrôlée par un mécanisme d’inhibition. Une 

stimulation à forte dose de la voie JAK/STAT1 induit son inhibition par l’action de la 

protéine SOCS1. Cette inhibition peut se produire par trois mécanismes (Alexander, 2002): 1) en 

liant les phosphotyrosines des récepteurs, 2) en liant physiquement les kinases JAK et 3) en 

facilitant l’ibiquitination des JAK en interagissant avec le complexe elongine BC et cullin pour sa 

dégradation. Ces mécanismes empêchent la phosphorylation de STAT1 (Hu et al., 2002, O'Shea 

and Murray, 2008). 
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      La signalisation IFN-ɣ amplifie la réponse inflammatoire en activant les macrophages et en 

induisant l’expression de gènes inflammatoires par STAT1. En synergie avec les agonistes des 

TLR, il amorce la réponse TLR afin d’induire les médiateurs inflammatoires, tels que TNFα et IL-

12 (Muller et al., 2017). De surcroît, l’IFN-ɣ augmente le mécanisme de destruction du microbe 

par la voie PI3K/AKT et mTORC1. L’IFN-ɣ inhibe l’expression du récepteur CSF-1R qui diminue 

par conséquent la voie AKT/mTORC1 (Su et al., 2015). L’inhibition de mTORC1 engendre un 

processus d’autodestruction appelé autophagie. Le mécanisme autophagique séquestre le 

pathogène dans des autophagosomes. Ensuite, il est détruit par la fusion des autophagosomes 

aux lysosomes ou encore en délivrant les particules cytosoliques du pathogènes aux TLR. Par 

conséquent, l’IFN-ɣ participe aux mécanismes de destruction du pathogène et intensifie la 

réponse inflammatoire (Schmid et al., 2007, Paludan et al., 2005, Su et al., 2015). 

 

                                  

Figure 1.5 La signalisation de l’IFNɣ dans les macrophages 

La voie JAK/STAT1 est activée par la liaison de l’IFNɣ à son récepteur. Les protéines Jak1/2 sont activées est 

induisent une trans-phosphorylation pour le recrutement de la forme latente de la protéine STAT1. Ensuite, 

STAT1 est phosphorylée et transloque dans le noyau sous forme de dimère. Le dimère de configuration 

parallèle se lie à la région GAS au noyau et transcrit ses gènes cibles. Cette étape est contrôlée par l’enzyme 
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HAT. HAT acétyle le dimère et induit une configuration antiparallèle. Par la suite, le dimère est déphosphorylé 

par la phosphatase TCP45. Le dimère inactif est recyclé vers le cytoplasme où il est déacétylé par 

l’enzyme HDAC3. Finalement, il reprend une configuration parallèle et entreprend un autre cycle d’activation. 

RIFNG : récepteur à IFN-ɣ. SOCS1 contrôle la signalisation en inhibant l’activation de JAK/STAT1 

 

      Le TNFα est un facteur déterminant de la réponse inflammatoire. Les macrophages 

inflammatoires en sont les principaux et puissants producteurs. Le TNFα intervient dans la phase 

aiguë de la réponse immunitaire et elle est rapidement relâchée à la suite d’un traumatisme, d’une 

exposition au LPS ou par des infections. Cependant, une sécrétion excessive de TNFα peut 

causer des pathologies inflammatoires telles que l’asthme, les arthrites rhumatoïdes et les 

cancers si son expression n’est pas contrôlée (Montfort et al., 2019, Baugh and Bucala, 2001). 

Le TNFα est un régulateur clé dans la réponse immunitaire. Cette cytokine intervient dans le 

recrutement des neutrophiles au site d’inflammation. Pour ce fait, elle induit l’expression des 

chimiokines CXCL-1, CXCL-2 et CXCL-5 ainsi que l’expression des protéines endothéliales E-

sélectine et P-sélectine qui permettent le roulement des neutrophiles tout au long de la paroi 

endothéliale afin d’atteindre le signal inflammatoire (Zarbock and Ley, 2009, Griffin et al., 2012). 

Ces effets sont amplifiés quand TNFα et IL-17 agissent en synergie (Griffin et al., 2012). Dans 

les macrophages, TNFα est sécrétée dans le milieu extracellulaire. Une fois synthétisée le TNFα 

est transportée du réticulum endoplasmique au Golgi où elle est glycosylée. Le transport de TNFα 

post-Golgi à la membrane se fait par des vésicules ou des porteurs tubulo-vésiculaires qui se 

lient avec les endosomes avant d’être délivrés et relâchés à la surface de la cellule. Les 

endosomes sont par la suite recyclés et passent d’un état exocytique à un état endocytique (Stow 

and Murray, 2013). Une fois que le TNFα atteigne la surface, il sera clivé par la protéase TACE. 

Ce clivage dissocie une fraction protéique de 17KDa et garde très peu de TNFα détectable à la 

surface. Après sa sécrétion le TNFα peut agir à un endroit spécifique et il y est donc délivré par 

l’intermédiaire d’endosomes/lysosomes ou encore il peut agir de façon multidirectionnelle. De 

plus, la Syntaxine 4 (Synt4), une protéine membranaire a démontré un rôle actif dans le transport 

et dans la régulation de la sécrétion de TNFα. En effet, une stimulation par LPS, augmente le 

niveau protéique de Synt4 qui corrèle avec une augmentation de TNFα à la membrane plasmique 

24H suivant un traitement au LPS (Pagan et al., 2003). Une autre protéine a aussi été identifiée, 

la VAMP3, une protéine exprimée sur les membranes des organelles cytoplasmiques et sur la 

membrane de surface. VAMP3 a un rôle limitant dans la sécrétion de TNFα. L’expression du 

domaine cytoplasmique inhibiteur de la VAMP3 bloque la sécrétion de TNFα à la surface (Murray 
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et al., 2005). Pour conclure, Synt4 et VAMP3 ont tous deux un rôle fonctionnel dans la sécrétion 

de TNFα sans pour autant compromettre sa synthèse (figure 1.6) 

 

                         

 

             

Figure 1.6 La voie de sécrétion de TNFα 

Le transport de TNFα du RE à la surface cellulaire en passant par le Golgi se déroule dans des endosomes. 

Ces endosomes fusionnent à la MP. TNFα peut agir de deux façons : soit son transport se fait directement à 

un site spécifique ou elle opère de façon multidirectionnelle. RE : réticulum endoplasmique, MP : membrane 

plasmique. 

 

      La reconnaissance des pathogènes par les macrophages induit la synthèse des cytokines IL-

12 et IL-1β qui jouent des rôles importants dans l’établissement de la réponse inflammatoire 

(Dinarello, 2018, Sun et al., 2015). Une stimulation par IL-12 stimule la production de l’IFN-ɣ par 

les lymphocytes T et une stimulation en combinaison avec IL-18 intensifie la production de l’IFN-

ɣ par les cellules NK (Chaix et al., 2008). Cette activation soutient la polarisation M1 (Pien et al., 

2000, Darwich et al., 2009). Par contre, l’IL-1β agit sur le système nerveux central et induit 

l’apparition de la fièvre. Elle est aussi responsable de la sécrétion de prostaglandines et de 

l’expression de la protéine d’adhésion VCAM-1, pour l’attachement des monocytes à 

l’endothélium lors de son roulement afin d’atteindre le site d’inflammation (Arango Duque and 

Descoteaux, 2014). En outre, elle régule aussi l’expression de la chimiokine MIP1β, responsable 

du recrutement des monocytes, des cellules NK et d’autres cellules mononucléaires en réponse 

à l’infiltration de microbes (O'Grady et al., 1999, Zhang et al., 2003). IL-6 est une autre cytokine 
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inflammatoire qui une fois sécrétée, elle active la différenciation des monocytes. Cependant, cette 

cytokine à un double rôle. Bien qu’inflammatoire elle a montré un rôle dans l’induction des 

macrophages M2 (Guerrero et al., 2012, Lerin Luckett-Chastain, 2016), ce qui lui confère un rôle 

dans la promotion de la tumorigénicité (Chen et al., 2018a). De plus, IL-6 induit la différenciation 

des Th0 et amplifie la réponse immunitaire (Linterman and Vinuesa, 2010). En résumé, 

l’implication de toutes ces cytokines inflammatoires est tout aussi importante dans la réponse 

immunitaire que leur mode d’action soit directe ou indirecte. 

      La fonction principale des macrophages M1 dans la défense de l’hôte est la destruction du 

pathogène. Les macrophages M1 y procèdent par la production d’oxyde nitrique (NO). Cette 

production est orchestrée par l’enzyme iNOS. En plus de son rôle dans l’élimination des 

microorganismes, NO régule la réponse inflammatoire (Xue et al., 2018b). Des souris déficientes 

en iNOS ont une production intensifiée de cytokines inflammatoires IL-12, TNFα et IL-6 (Giordano 

et al., 2011). En outre, NO contrôle la réponse immunitaire par l’inhibition de l’expression d’IL-12 

(Xiong et al., 2004) et régule la polarisation des macrophages. L’inhibition ou l’absence de NO 

promeut la polarisation M1 et induit une sévère inflammation avec un phénotype M1 en réponse 

à un choc d’endotoxines (Lu et al., 2015). La production de NO est catalysée par l’enzyme iNOS 

qui agit par le métabolisme de la L-arginine. En effet, la L-arginine peut être convertit par iNOS 

en L–citrulline et NO et l’arginase en L-ornithine et urée (Stuehr, 2004) (figure 1.7). L’arginase et 

iNOS sont en compétition pour la biodisponibilité de la L-arginine. Si la quantité de la L-arginine 

est limitée, la L-citrulline peut être convertit en L-arginine (Stuehr, 2004, Bansal and Ochoa, 

2003). Il a été aussi montré que les macrophages infectés par des mycobactéries et cultivés avec 

la L-citrulline produisent plus de NO (Rapovy et al., 2015). Ce qui suggère que la production de 

NO est favorisée lorsque la L-arginine est synthétisée à partir de la L-citrulline. Quatre facteurs 

de transcription contrôlent l’expression de iNOS : AP-1, NF-κB, IRF-1 et le dimère STAT1 

phosphorylé. L’expression de ces facteurs de transcription est induite par l’action de l’IFNγ sur la 

voie JAK/STAT et par l’action de TNFα sur la MAPK qui tous deux aboutissent à la transcription 

de inos (Salim et al., 2016, Ratajczak-Wrona et al., 2013). Il est effectivement connu que 

l’activation des protéines MAPK JNK et p38 induisent l’expression de iNOS en activant le facteur 

de transcription AP-1 et NF-κB qui se lient au promoteur du gène de inos. L’activation de NF-κB 

induit la dissociation et la dégradation de la sous unité I-κB de NF-κB. Ensuite, NF-κB transloque 

dans le noyau où il active la transcription de inos (Ratajczak-Wrona et al., 2013) . En conclusion, 

la synergie entre IFNγ et TNFα intensifie la production de NO et par conséquent amplifie la 

réponse immunitaire (Salim et al., 2016). 
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Figure 1.7 Le métabolisme de la L-arginine 

La L-arginine est un substrat commun pour les enzymes iNOS et arginase. Selon les paramètres 

environnementaux, la L-arginine peut être catalysée soit par iNOS ou par l’arginase et génère L-citrulline et 

NO ou L-ornithine et l’urée. 

      Les macrophages M1 se distinguent aussi par l’expression de marqueurs de surface 

spécifiques. Les marqueurs de surface classiques de M1 sont le CD86 et le CMHII. CD86 est une 

protéine de surface exprimée en abondance sur les phagocytes professionnels. Étant donné que 

ce marqueur fait partie des protéines B7, il contribue par conséquent à l’activation des Th1. De 

plus, son expression augmente rapidement suite à une activation inflammatoire (Sansom, 2000, 

Rubio-Navarro et al., 2016, Veremeyko et al., 2018). Quant au CMHII, il active la réponse Th1 

par la présentation antigénique (Cunha et al., 2016, Misharin et al., 2013). Récemment de 

nouveaux marqueurs de surfaces ont été identifiés, CD38, Fpr2 et Gpr18. Cependant, cette 

identification est le résultat d’études in vitro, à l’exception du marqueur CD38, dont la présence 

dans l’identité des M1 a été aussi confirmé in vivo 12h post-stimulation par LPS (Jablonski et al., 

2015, Funes et al., 2018). 

      En définitive, l’activation des macrophages inflammatoires se distingue par plusieurs facteurs 

comme la production de cytokines/chimiokines spécifiques, la production de NO et l’expression 

de marqueurs de surface (figure 1.8). Ainsi, les macrophages M1 sont des alliés de prédilection 

dans la génération de la réponse inflammatoire et des partenaires essentiels dans la destruction 

des pathogènes. 
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Figure 1.8 Les macrophages M1 

La stimulation par IFNɣ/LPS polarise les macrophages M1. L’identité des macrophages M1 se 

caractérise par les marqueurs spécifiques CMHII, CD86, CD38, Fpr2, Gpr18 et iNOS ainsi qu’une 

production des cytokines IFN, IL-12, TNF-α, IL-6, IL-18 et IL-1β 

1.4.2 Macrophages alternativement activés (M2) 

      La cicatrisation tissulaire est par définition un programme de réparation et de rétablissement 

de l’homéostasie, suivant un traumatisme mécanique ou en réponse à une infection. Ceci se 

déroule en trois étapes : 1) la coagulation sanguine et l’inflammation, 2) la résorption de 

l’inflammation et la régénération et 3) la vascularisation tissulaire. Ces processus sont communs 

à tous type cellulaire et aux différents types de blessures. D’ailleurs, ces étapes sont contrôlées 

et régulées par les macrophages. Les macrophages M1 sont responsables de la destruction des 

pathogènes et les macrophages M2 limitent l’inflammation, éliminent les cellules apoptotiques et 

orchestrent la réparation tissulaire (Kim and Nair, 2019). Les macrophages M2 sont classés en 

quatre groupes selon la nature des stimuli et les marqueurs générés soit M2a, M2b, M2c et M2d 

(Roszer, 2015). 

      La polarisation M2a est générée à la suite d’une stimulation par les interleukines IL-4 et IL-13 

(Zhang et al., 2017, Mantovani et al., 2004). En effet, IL-4 et IL-13 sont produites par les 

cellules Th2, éosinophiles, basophiles et par les macrophages eux-mêmes. L’IL-4 est reconnue 

par deux récepteurs différents, de type I et de type II. Le récepteur de type I se compose du 

récepteur IL-4Rα qui forme une paire avec une chaîne commune gamma (ɣc), qui permet la 

liaison d’IL-4 (Heller et al., 2012). Le récepteur de type II se compose de la paire IL4-Rα-IL-13Rα1 
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et reconnait IL-4 ou IL-13. La liaison d’IL-4 à IL-4Rα recrute soit ɣc ou IL-13Rα1 ce qui 

déterminera la voie de signalisation à emprunter. L’activation du récepteur de type I induit la 

phosphorylation de JAK1/3 qui à son tour phosphoryle les résidus tyrosines dans le domaine 

cytoplasmique du IL4-Rα. Cette phosphorylation crée un site de fixation pour les protéines STAT6 

et/ou IRS-2 et leur phosphorylation subséquente (Luzina et al., 2012, Heller et al., 2008, Jiang et 

al., 2000). La phosphorylation de STAT6 favorise son homodimérisation et sa translocation dans 

le noyau. La phosphorylation d’IRS-2 active les voies de PI3K/AKT et de ERK1/2 nécessaires à 

l’activation du cycle cellulaire, la prolifération et la survie cellulaire (Sun et al., 1995, Ruckerl et 

al., 2012, Chambard et al., 2007, Yu and Cui, 2016).  

      Le récepteur de type II peut reconnaitre soit IL-4 ou IL-13. Néanmoins, l’affinité d’IL-4 pour IL-

4Rα est plus élevée que l’affinité d’IL-13 pour IL-13Rα1. De ce fait, IL-4 et IL-13 compétitionnent 

pour la disponibilité de la sous-unité de liaison à la surface cellulaire. L’activation du récepteur de 

type II active les protéines JAK1 ou Tyk2, ce qui phosphoryle STAT6 et induit leur dimérisation et 

leur translocation au noyau (Junttila, 2018). IL-13 lie aussi le récepteur IL-13Rα2. Cependant, 

l’activité d’IL-13Rα2 est atypique en raison de l’absence de sa partie terminale cytosolique, donc 

il ne peut intervenir dans l’activation de la voie de signalisation. En effet, il est exprimé à la surface 

de la cellule sous forme soluble ou peut être recyclé au compartiment intracellulaire. Son rôle 

reste encore à élucider, mais l’avancement des recherches démontre son rôle régulateur de la 

signalisation induite par IL-4/IL-13 (Lupardus et al., 2010). IL-13Rα2 lie IL-13 et prévient sa 

signalisation à travers STAT6 et atténue partiellement la signalisation IL-4 en empêchant la 

dimérisation de STAT6 (McCormick and Heller, 2015). Le mécanisme par lequel IL-13Rα2 

procède est encore sous investigation (figure 1.9). 
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Figure 1.9 La voie de signalisation d’IL-4/IL-13 dans les M2a 

L’activation du récepteur de type I induit la phosphorylation de JAK1/3 et Fes kinases. Fes phosphorylée 

phosphoryle à son tour IRS1/2 qui active PI3K/AKT et ERK1/2. JAK3 activé phosphoryle STAT6 ce qui induit 

sa dimérisation et sa translocation dans le noyau pour la transcription de ces gènes cibles. L’activation du 

récepteur de type II par IL-4 ou IL-13 phosphoryle TyK2 et JAK1 et induit la phosphorylation et l’activation de 

STAT6 et de IRS1/2. La liaison d’IL-13 au IL-13Rα2 n’induit pas de signal (Hershey, 2003, McCormick and Heller, 

2015). 

 

      Le sous-type M2a est principalement impliqué dans les réactions allergiques (asthme) 

(Abdelaziz et al., 2020). Ces macrophages reconnaissent les sucres associés aux membranes 

des pathogènes (N-acetyl-D-glucosamine, L-fucose et D-mannose) par l’expression des 

marqueurs de surface CD206 (MRC1) et le galactose présent sur certains allergènes par CD301 

(Raes et al., 2005). Cette reconnaissance induit leur phagocytose et leur élimination (Martinez 

and Gordon, 2014). Les M2a se démarquent aussi par l’expression de certaines protéines 

spécifiques comme Ym1 et Fizz1 (Retnlα) ainsi que par l’expression des enzymes arginase-1 et 

transglutaminase-2 (Yamaguchi et al., 2016) et par l’induction des chimiokines CCL17 et CCL22 

pour le recrutement et la différenciation des cellules Th2 (Abdelaziz et al., 2020) . De plus, les 

M2a contrecarrent l’inflammation par l’expression de l’IL-1RA, un antagoniste du récepteur IL-1R 

(Arend, 1990, Martinez et al., 2009, Pechkovsky et al., 2010). IL-1R est activé par l’interleukine 

inflammatoire IL-1, par conséquent les M2a inhibe cette signalisation. De plus, les M2a activent 
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les facteurs de transcription KLF4 et IRF-4 qui inhibent la polarisation M1 en bloquant l’activation 

NF-κB (Kapoor et al., 2015) et promeuvent la polarisation M2 par l’induction de l’expression de 

CD206, respectivement (Li et al., 2018). Finalement, les M2a contribuent à la réparation tissulaire 

par l’expression du facteur de croissance tissulaire, TGF-β et favorisent la fibrose et la 

cicatrisation des plaies. Ainsi, ils sont appelés des macrophages cicatrisants (Abdelaziz et al., 

2020, Martinez et al., 2013).  

      La polarisation M2b est induite à la suite d’une stimulation par un complexe immun en 

combinaison avec des agonistes des TLR ou par des agonistes du récepteur IL-1 (Mosser and 

Edwards, 2008, Martinez and Gordon, 2014). Cette catégorie exprime à forte dose IL-10 et à 

faible dose IL-12. Mais IL-10 seul n’est pas un facteur déterminant pour distinguer les M2b, 

considérant que d’autres sous-catégories des M2 l’expriment. Par contre, les M2b sont les seuls 

qui expriment la chimiokine CCL1. En effet, CCL1 recrute les monocytes, les lymphocytes NK, 

les lymphocytes B immatures et les cellules dendritiques (Mantovani et al., 2004, Atri et al., 2018, 

Ito et al., 2016). En outre, un autre facteur soluble nommé LIGHT est produit lors de la stimulation 

des M2b. Cependant, sa présence doit être associée avec d’autres marqueurs M2b car il est 

aussi exprimé par d’autres cellules comme les lymphocytes T (Edwards et al., 2006, Zhu and Fu, 

2011). L’expression du marqueur de surface CD86 peut discriminer entre les différentes 

catégories des M2 (Zhang et al., 2015a). Mais son expression sur les cellules présentatrices 

d’antigènes qui stimulent l’activation des Th1 fait de lui un marqueur M1 également (Matsui et al., 

2017, Mulder et al., 2014). De la même façon, les M2b expriment TNFα et IL-6 ce qui permet de 

les distinguer des autres sous-types des M2. Cependant, ces marqueurs doivent être également 

utilisés en combinaison avec d’autres marqueurs M2b pour pouvoir conclure étant donnée leur 

expression par les M1 (Wang et al., 2019). La fonction primaire des M2b est de moduler et de 

limiter l’inflammation, pour cette raison ils sont considérés comme régulateurs (Ito et al., 2017). 

Dans un contexte tumoral, les M2b prédisposent à la néoplasie (Mosser and Edwards, 2008).  

 

      Les M2c sont activés par une stimulation par IL-10, par des glucocorticoïdes ou par TGF-β 

(Roszer, 2015, Ferrante and Leibovich, 2012). Les M2c sont aussi appelés « deactivated 

macrophages ». Cette terminologie est survenue lors d’une étude in vitro qui montre la capacité 

des macrophages à adopter un profil M2 après un profil M1 en réponse à une stimulation par IL-

10. Par conséquent, ils ont la capacité d’inactiver les gènes associés aux M1 comme TNFα et IL-

12. Dans la même optique, une surexpression d’IL-10 chez des souris transgéniques met en 

évidence le rôle autocrine/paracrine d’IL-10 à désactiver la réponse inflammatoire résultant en 
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une augmentation de la charge bactériale chez les souris infectées par Mycobacterium bovis 

bacille Calmette-Guérin (Lang et al., 2002, Porcheray et al., 2005). M2c se caractérisent par une 

fonction d’angiogenèse et une capacité phagocytaire élevée pour les cellules apoptotiques 

(Roszer, 2015). Une analyse génétique des gènes exprimés dans la polarisation M2c a montré 

une augmentation de l’expression de certains gènes dans les M2c comparée aux contrôles tels 

que, CD163 qui est impliqué dans la phagocytose et certains gènes impliqués dans la régulation 

de la matrice extracellulaire, les plus fortement exprimés sont : VCAN, MMP7, MMP8, TIMP1, 

PLOD2 et COL22A1. Bien que leur fonction reste peu connue, leur capacité d’induire l’expression 

d’enzymes impliqués dans le remodelage de la matrice tels que, MMP7, MMP8 et TIMP1 leur 

confère un rôle fibrolytique et confirme leur implication dans la cicatrisation tissulaire (Lurier et 

al., 2017). À la suite d’une blessure, les neutrophiles sont les premiers à se rendre au site de 

l’inflammation et au fur et à mesure du processus de la guérison et la migration des macrophages 

au site de l’inflammation, les neutrophiles entreprennent alors l’apoptose (Singer and Clark, 

1999). Dans ce contexte les M2c ont été montrés ayant une importante capacité phagocytaire 

pour les neutrophiles apoptotiques (Zizzo et al., 2012) ce qui est confirmé par l’expression de 

gènes associés à la phagocytose (Lurier et al., 2017). Les marqueurs murins connus des M2c 

sont CD206, YM1, B7-H4, Arg-1, CD163, MerTK (Loegl et al., 2016, Lu et al., 2013, Shao et al., 

2010) et les facteurs de transcription HIF-1α et IRF4 (Lu et al., 2013) et l’expression de STAT3, 

IL-10, TGF-β et TIMP-1 (Koscso et al., 2013). 

      La dernière catégorie des M2 est les M2d. Le profil M2d est engendré par la stimulation de 

macrophages avec des agonistes des TLR 2/4/7/9 et des agonistes des récepteurs à adénosine 

(A2AR et A2BR) (Wang et al., 2010, Wang et al., 2019, Roszer, 2015). L’adénosine est un 

métabolite généré par la dégradation de l’ATP cellulaire dans des conditions de stress comme 

l’hypoxie ou l’ischémie ou par les cellules apoptotiques (Pinhal-Enfield et al., 2003). Les M2d 

activés expriment le facteur de croissance endothéliale vasculaire VEGF qui par conséquent 

stimule l’angiogenèse et la perméabilité vasculaire (Yao et al., 2019) et diminuent l’expression de 

la cytokine inflammatoire TNFα (Ferrante et al., 2013). Leur spécificité est leur capacité à changer 

du profil M1 à M2d. Cependant, une stimulation des TLR est requise au préalable pour augmenter 

l’expression du récepteur A2R. Toutefois, ils n’expriment pas les marqueurs classiques du 

phénotype M2a (Ym1, Fizz1ou CD206). Par contre, ils expriment fortement IL-10 et iNOS 

(Ferrante et al., 2013). Les M2d sont polarisés dans l’environnement tumoral par IL-6, ils 

suppriment la réponse immunitaire et promeuvent l’angiogenèse (Cheng et al., 2019). 
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      En conclusion, le profil anti-inflammatoire des macrophages dans la guérison et la 

cicatrisation des plaies est hétérogène et ambigu. Certes, les macrophages anti-inflammatoires 

sont référés à des macrophages M2 dans la plupart du temps pour des raisons pratiques, 

néanmoins, leur divergence de profil (figure 1.10) est importante et requise dans le processus de 

guérison tissulaire. 

 

                 

 

Figure 1.10 Schéma illustrant les différents profils des macrophages alternatifs M2 

 

1.4.3 Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

      Le contexte environnemental influence le comportement et la destinée des macrophages. Il 

s’avère que dans un environnement tumoral, la polarisation des macrophages est plus étendue 

et plus complexe que les deux extrêmes M1 et M2. En effet, une autre catégorie voit le jour. Les 

macrophages infiltrant les tumeurs solides sont appelés TAM (Ruffell et al., 2012, Singh et al., 

2017). La fonction des TAM est pro-tumorale, elle favorise notamment l’invasion tumorale et 

l’angiogenèse. Étant donné que la présence des TAM est aussi associée à un mauvais 

pronostique, ils sont alors sujets à plusieurs études dans le but de les identifier comme une cible 

thérapeutique. En plus de leur fonction dévastatrice pour l’hôte, leur expression de marqueurs de 

surfaces communs aux M1 et aux M2 amplifie leur ambiguïté (Chavez-Galan et al., 2015, Haque 
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et al., 2019, Jayasingam et al., 2019) (figure 1.11). Il est certes établi que la présence de certaines 

chimiokines telles que CCL2, CCL11, CCL16 et CCL21 dans plusieurs cancers (des poumons, 

du sein, de l’œsophage et des ovaires) indique l’infiltration des macrophages et l’angiogenèse 

(Santoni et al., 2014, Qiu et al., 2018). Par ailleurs, les TAM y contribuent en produisant CCL2 de 

sorte qu’ils recrutent à leur tour les monocytes au site tumoral. De plus, la densité de CCL2 est 

associée à la densité des TAM et à l’étendue de l’invasion tumorale (Mantovani et al., 2010, Roca 

et al., 2009). En outre, les TAM expriment certains récepteurs kinases tels que Tyro3, AXL, MerTK 

qui sont importants pour leur interaction avec les cellules tumorales (Myers et al., 2019). Les TAM 

partagent des caractéristiques des macrophages M1 et M2, mais considérant leur fonction de 

maintien de la survie tumorale, ils sont par conséquent appelés « M2-like » (Laoui et al., 2011, 

Mantovani et al., 2002, Henze and Mazzone, 2016). Par leur sécrétion de cytokines, les TAM 

promeuvent la progression tumorale. Par exemple, IL-6 augmente la transition épithélo-

mésenchymateuse qui est une caractéristique des tumeurs des cellules souches par la voie 

JAK/STAT3/Snail. IL-8 intensifie la métastase en augmentant l’expression de la protéine ELMO1 

exprimée sur les cellules tumorales qui leur permettent de migrer (Zhang et al., 2015b, Zhou et 

al., 2020). IL-10, TGF-β et MMP-7 contrecarrent l’inflammation et inhibent le processus de 

présentation antigénique en favorisant l’homéostasie tissulaire. Par conséquent, les lymphocytes 

T perdent leur capacité de reconnaissance et de destruction (Gao et al., 2018, Yadav et al., 2011, 

Shao et al., 2015, Zhou et al., 2020). 

      L’hostilité de l’environnement tumorale est certes néfaste pour l’hôte mais bénéfique pour les 

cellules cancéreuses. Plus encore, l’hypoxie dans les cancers est corrélée avec un mauvais 

présage. L’hypoxie tumorale se produit lors d’une prolifération cellulaire aberrante induisant une 

croissance des vaisseaux sanguins, donc l’approvisionnement en oxygène devient limité 

(Carmeliet and Jain, 2000). Quand les TAM infiltrent des régions hypoxiques, ils adoptent un 

profile « M1-like ». N’empêche, dans l’environnement tumoral, l’aspect pro-inflammatoire 

des « M1-like » favorise tout de même la transformation maligne des cellules (Elinav et al., 2013, 

Leifler et al., 2013) et il est associé à une augmentation de la sévérité des cancers ovariens 

(Maccio et al., 2020). L’absence d’oxygène mène à une production des ROS par l’effet Warburg 

(Sabharwal and Schumacker, 2014) ou par le complexe III de l’ETC qui est nécessaire à 

l’induction du facteur de transcription HIF-1α qui est stabilisé lors de l’hypoxie (Guzy and 

Schumacker, 2006, Viola and Hool, 2010). La production des ROS provoque des dommages à 

l’ADN. Cette instabilité génomique mène à une accumulation d’oncogènes donc favorise 

l’agressivité tumorale (Sabharwal and Schumacker, 2014). De plus, les TAM sécrètent des 

facteurs de croissance tels que, FGF2, PDGF et VEGF qui supportent la croissance tumorale, 
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ainsi que des enzymes protéolytiques (MMP-7, MMP-2 et MMP-9) pour la destruction de la 

matrice extracellulaire ce qui intensifie l’invasion tumorale (Kuwabara et al., 1995, Harmey et al., 

1998, Burke et al., 2003, Henze and Mazzone, 2016). De surcroît, l’expression de HIF-1α par les 

TAM induit l’expression de la protéine PD-L1 par les macrophages (Shan et al., 2020). Par la 

suite, PD-L1 inhibe le récepteur PD-1 sur les lymphocytes T ce qui aboutit à la suppression de la 

réponse immunitaire (Zhu et al., 2020, Shan et al., 2020). 

      La survie tumorale est régulée par l’interaction entre les cellules tumorales et les TAM. Cette 

interaction ne permet pourtant pas la phagocytose par les TAM. Pour que le processus 

phagocytaire soit entamé, les cellules malignes doivent exprimer des ligands spécifiques au 

message « mange moi » comme la calréticuline, les anticorps opsonisés, SLAMF7 et les 

phosphatidylsérines etc. Dans le cas contraire, les cellules expriment les ligands « ne me mange 

pas » tels que CD47, PD-L1 et le CMHI qui empêchent leur destruction (Barkal et al., 2018, 

Gordon et al., 2017, Feng et al., 2019). L’équilibre entre les signaux « mange moi » et « ne me 

mange pas » dicte le devenir de la cellule tumorale. Dans la majorité des cas, il y a une prévalence 

de ligands qui n’induisent pas la phagocytose (Lecoultre et al., 2020). Dans cet intérêt, une 

stratégie a été élaborée pour induire la phagocytose des cellules tumorales par les TAM en 

inhibant le ligand CD47 ou son récepteur SIRPα. En effet, l’utilisation d’anticorps antagonistes 

stimule la phagocytose et diminue la croissance tumorale dans des modèles précliniques de 

glioblastomes (Gholamin et al., 2017). 

      En conclusion, la présence des TAM dans les tumeurs solides est encore une autre preuve 

du pouvoir d’adaptation de notre système et de l’efficacité des cellules tumorales à en tirer profit. 

La polarisation des macrophages en TAM n’est jamais de bon augure. Ils privilégient la métastase 

et inhibent les réponses immunitaires. C’est pourquoi considérer les TAM comme des cibles 

thérapeutiques est de première nécessité. Fort heureusement, certains agents thérapeutiques 

ont été développés. Ces médicaments ont soit été approuvés ou sont en cours d’évaluation tels 

que Trabectedin (induit l’apotoptose des TAMs) (Germano et al., 2013), Zoledronic (renverse la 

polarisation de M2-like à M1-like en bloquant les cytokines anti-inflammatoires) (Gnant et al., 

2011) et le Emactuzumab (inhibe le recrutement des TAM en bloquant CSF-1R (Pradel et al., 

2016). 
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Figure 1.11 Les marqueurs et les fonctions des TAM 

 

1.5 Le métabolisme énergétique 

      La distinction entre les différents profils des macrophages engendrés par une polarisation 

inflammatoire ou anti-inflammatoire repose sur l’association de marqueurs de surfaces et 

l’expression de gènes spécifiques. De ces paramètres se dessine un phénotype particulier. En 

revanche, d’autres changements métaboliques peuvent y être associés. La compréhension du 

métabolisme permet de prévoir l’adaptation de la cellule aux changements environnementaux et 

d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques. 

      Les processus métaboliques sont toujours définis comme une relation entre la production, 

l’utilisation et la distribution de ressources. Aussi, il est important que la coordination entre 

l’utilisation et l’approvisionnement en métabolites soit contrôlée, afin de satisfaire les besoins de 

biosynthèse et d’énergie (Ye and Medzhitov, 2019). Une défaillance dans la production et/ou la 

consommation peut mener à des troubles métaboliques qui sont à l’origine de certaines maladies 

telle que le diabète (Kotas and Medzhitov, 2015). Les voies métaboliques qui sont impliquées 

dans le métabolisme énergétique nécessaire au maintien de la prolifération, de la survie et de la 

fonction cellulaire, dépendent de deux paramètres principaux, la glycolyse et la respiration 
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mitochondriale (O'Neill et al., 2016) (figure 1.12). Lors de la glycolyse, le glucose est converti en 

pyruvate. Le pyruvate intègre la mitochondrie où il sera converti en acétyl-coenzyme A (Acétyl-

CoA). L’acétyl-CoA intègre le cycle de Krebs (nommé aussi cycle de l’acide tricarboxylique ou 

cycle de l’acide citrique) où il est oxydé. NADH et FADH2 qui sont produits du cycle de Krebs 

alimentent la chaine de transport d’électrons mitochondriale (ETC), ce qui aboutit à la production 

d’ATP. L’ETC se compose de cinq complexes où se déroule une série de transport d’électrons. 

Les réactions d’oxydo-réduction générées par NAD+/NADH et FAD/FADH2 induisent la 

consommation d’O2 par le complexe IV et une production d’ATP par le complexe V (figure 1.13). 

Ce processus est appelé la phosphorylation oxydative (OXPHOS). La respiration mitochondriale 

se déroule en aérobie (Martinez-Reyes and Chandel, 2020). En absence d’oxygène, la production 

d’ATP est exclusivement générée par la conversion du pyruvate en lactate sans l’intervention du 

métabolisme mitochondrial. Toutefois, cette voie est aussi active en aérobie dans des conditions 

tumorales. De surcroît, les deux voies peuvent compenser le déficit énergétique lors d’un 

dysfonctionnement dans la glycolyse ou dans la respiration mitochondriale (Shiratori et al., 2019). 

La génération de l’ATP par la glycolyse en présence d’oxygène est appelée l’effet Warburg 

(détaillé plus loin) (Zheng, 2012).  

 

 

Figure 1.12 La production d’ATP par le métabolisme mitochondrial et la glycolyse 

Le pyruvate issu de la glycolyse intègre le cycle de Krebs dans la mitochondrie. Son oxydation alimente l’ETC 

et génère l’ATP par l’OXPHOS. Les acides gras rentrent dans la mitochondrie par les protéines CPT1 et CPT2. 

Ils sont par la suite convertis en Acétyl-CoA par la β-oxydation et intègrent le cycle de Krebs qui stimule la 

production d’ATP par l’OXPHOS. La conversion du pyruvate en lactate génère de l’ATP par la glycolyse 
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Figure 1.13 Modélisation de la chaine de transport d’électrons et des inhibiteurs des différents complexes 

La roténone et l’antimycine bloquent l’activité de l’ETC, l’oligomycine inhibe la production d’ATP et le FCCP 

perturbe le potentiel mitochondrial membranaire générant une consommation d’oxygène maximale. 

 

1.5.1 Métabolisme des macrophages M1 

      Les macrophages inflammatoires M1, se caractérisent par un métabolisme glycolytique (Zhu 

et al., 2015, Zlotnik and Yoshie, 2000, Liu et al., 2021, Tannahill et al., 2013). Ceci se traduit par 

leur capacité à produire de l’ATP par la production de lactate issu de la glycolyse en condition 

aérobique. Ce mécanisme est appelé l’effet Warburg. L’effet Warburg est défini comme la 

production de l’ATP par la glycolyse en présence d’oxygène. Cependant, il est aussi important de 

souligner que le métabolisme glycolytique n’est pas autant efficace que le métabolisme 

mitochondrial dans la biosynthèse d’ATP (Epstein et al., 2014, DeBerardinis and Chandel, 2020). 

En effet, par la glycolyse deux molécules d’ATP sont générées par molécule de glucose, 

contrairement à la phosphorylation oxydative qui génère plus de 36 molécules d’ATP par 

molécule de glucose. Par contre, la voie de la glycolyse répond aux demandes énergétiques plus 

rapidement (Vander Heiden et al., 2009). De plus, le maintien du niveau glycolytique dans les 

cellules en prolifération est primordial. Le glucose est non seulement un carbohydrate précurseur 

de la biosynthèse de constituants essentiels pour la division, mais aussi une source de carbone 

pour la synthèse d’acides nucléiques. En effet, il y contribue par un minimum de cinq carbones 

(Lunt and Vander Heiden, 2011, Luke A. J. O’Neill, 2016). Il intervient aussi dans la synthèse 

d’acides gras (AG) par l’intermédiaire d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA est généré par la conversion du 

pyruvate dans la mitochondrie avant d’intégrer le cycle de Krebs, ce qui ne le rend pas accessible 
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pour la synthèse de lipides dans le cytosol. Pour ce faire, après sa conversion en citrate, il est 

exporté dans le cytosol où il redevient acétyl-CoA par l’enzyme ATP citrate lyase (Acly) (Lin et 

al., 2013). De plus, les intermédiaires glycolytiques (dihydroxyacétone de phosphate et glycérol-

3-phosphate) jouent un rôle important dans la synthèse de phospholipides et de triacylglycérols, 

qui sont des lipides structuraux majeurs de la membrane cellulaire, de la cardiolipine nécessaire 

à la membrane mitochondriale (Dudek, 2017, Kiebish et al., 2008, Schlame, 2008) et des 

sphingolipides qui sont impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire (Futerman and 

Hannun, 2004). En outre, le premier intermédiaire de la glycolyse, le glucose-6-phosphate (G6P), 

est un substrat limitant pour la voie du pentose phosphate (PPP). À l’opposé de la glycolyse, la 

PPP ne génère pas d’ATP, mais fournit deux métabolites vitaux pour la prolifération cellulaire, 

NADPH et ribose-5-phosphate (R5P). R5P est un précurseur à tous les nucléotides et NADPH 

est un agent réducteur essentiel pour la synthèse d’acides gras, d’acides aminés non essentiels 

et de nucléotides. La voie PPP se divise en deux branches, la voie oxydative et la voie non 

oxydative (Polat et al., 2021, Wamelink et al., 2008). La voie oxydative implique la conversion du 

G6P en 6-phosphogluconolactone et NADPH. Ensuite, le 6-phosphogluconolactone est converti 

en 6-phosphogluconate. Enfin, le 6-phosphogluconate produit le ribulose-5-phosphate et 

NADPH. En revanche, la voie non oxydative aboutit à la production de R5P et xylulose-5-

phosphate. Grâce aux enzymes TKT et TALDO et par des réactions réversibles, cette voie 

approvisionne la PPP en métabolites et peut aussi approvisionner la glycolyse en fructose-6-

phosphate et en glycéraldéhyde-3-phosphate alors que la voie oxydative contribue 

majoritairement à la production du NADPH cytosolique (Xue et al., 2018a, Polat et al., 2021). 

D’ailleurs, NADPH est un substrat pour l’enzyme NADPH oxydase (NOX) et l’enzyme oxyde 

nitrique synthase (NOS). Ces enzymes génèrent les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et 

l’oxyde nitrique (NO) respectivement (Wei-Chen Yena and Shih-Hsiang Cheng, 2019, Ge et al., 

2020, Lunt and Vander Heiden, 2011) (figure 1.14). 
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Figure 1.14 Le métabolisme du glucose 

      L’implication de la glycolyse et l’utilisation du glucose comme substrat sont décrites dans la 

régulation et le contrôle des fonctions des macrophages M1 (Tannahill et al., 2013). En effet, les 

macrophages stimulés au LPS montrent une augmentation du taux d’acidification extracellulaire 

(ECAR) et une diminution du taux de consommation d’oxygène (OCR). De plus, ceci est confirmé 

par l’augmentation de l’expression de gènes glycolytiques (Hk2, Ldha, Pfk1) ainsi qu’une 

augmentation de la consommation de glucose (Wang et al., 2018, Baseler et al., 2016). En outre, 

l’absence du transporteur du glucose GLUT1 dans les macrophages (Slc2a1-/ –) diminue 

l’utilisation du glucose lors d’une stimulation inflammatoire par LPS/IFN-γ. Ceci corrèle avec une 

diminution de l’ECAR (Van den Bossche et al., 2015, Freemerman et al., 2019). Par conséquent, 

ces macrophages sont moins glycolytiques. Cette observation est aussi confirmée par la 

diminution d’autres intermédiaires glycolytiques, tels que le glucose-6-phosphate et le fructose 6-

phosphate ainsi que la diminution du R5P de la voie PPP, Plus encore, la fonction des 

macrophages Slc2a1-/ – activés par des stimuli inflammatoires est aussi altérée. Effectivement, ils 

montrent une diminution du ratio citrulline/ornithine ce qui indique que l’activité de l’arginase est 

favorisée par rapport à celle de iNOS. Cette observation est aussi accompagnée d’une diminution 

des ROS et de NO ainsi qu’une augmentation du ratio des formes réduites du glutathion 

(GSH/GSSG). Ces paramètres indiquent une diminution du stress oxydatif dans les macrophages 
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Slc2a1-/ –. Ainsi la déficience de la glycolyse dans les macrophages affecte leur potentiel 

inflammatoire. Il est à noter aussi que la délétion de GLUT1 dans les macrophages n’incite pas 

de compensation par d’autres transporteurs de glucose mais une augmentation de l’utilisation 

des acides gras ce qui suggère que les macrophages compensent par ce substrat (Freemerman 

et al., 2019). 

      Le profil glycolytique des macrophages M1 dénote de l’implication d’intermédiaires et 

d’enzymes de la glycolyse dans l’établissement de la fonction inflammatoire. Le glucose-6-

phosphate déshydrogénase (G6PD) de la voie PPP est un enzyme limitant dans l’induction de 

NADPH qui est un cofacteur essentiel à la production de NO et ROS, ce qui fait de lui un acteur 

clé dans l’établissement du profil inflammatoire (Luzzatto et al., 2016, Stanton, 2012). Une 

surexpression de G6PD dans des macrophages activés par LPS engendre une augmentation 

des gènes pro-inflammatoires (IL-6, TNFα, IL-1β, MCP-1) et de la production des ROS et iNOS. 

L’expression de ces gènes est abolie lors de la suppression ou du blocage de l’activité de G6PD. 

De plus, le blocage de ROS après une stimulation au LPS diminue l’expression des gènes 

inflammatoires. À l’opposé, l’ajout de NADPH les augmente. Ces données mettent en relief 

l’activité pro-inflammatoire du G6PD dans les macrophages. En En induisant une augmentation 

de la concentration intracellulaire de NADPH, G6PD contrôle l’expression des gènes pro-

inflammatoires par l’intermédiaire des ROS (Ham et al., 2013).  

      Le Pyruvate kinase M2 (PKM2) est un autre enzyme important dans la régulation de l’effet 

Warburg et dans l’apparition du profil M1. PKM2 est responsable de la dernière étape de la 

glycolyse en produisant le pyruvate (Boxer et al., 2010, Zhang et al., 2019b, Su et al., 2019). De 

plus, l’isoforme PKM2 favorise l’utilisation du pyruvate pour produire du lactate au lieu de son 

utilisation par le cycle de Krebs (Christofk et al., 2008). Dans le cytosol, PKM2 est sous forme 

active et adopte une configuration tétramérique. Son inactivation suite à sa phosphorylation à la 

tyrosine 105 lui confère une configuration monomérique ou dimérique. Ensuite, sous sa nouvelle 

configuration PKM2 transloque dans le noyau (Hitosugi et al., 2009). L’activation des 

macrophages par LPS/IFN-γ induit l’expression de marqueurs M1 HIF-1α, IL-1β, IL-6 et TNFα. 

L’ajout de DASA-58 et de TEPP-46, activateurs de PKM2 (Anastasiou et al., 2012) précédant la 

stimulation, abolit l’expression de HIF-1α et IL-1β, mais n’a pas d’effet sur IL-6 et TFNα ce qui 

montre le rôle étroit de PKM2 dans la régulation de l’expression de HIF-1α et IL-1β. En effet, la 

liaison de PKM2 endogène au HIF-1α endogène plus spécifiquement au promoteur d’IL-1β, 

augmente suite à la stimulation par LPS. À l’inverse, l’activation de PKM2 diminue le niveau 

protéique de HIF-1α et IL-1β. Donc, PKM2 régule négativement l’expression de ces gènes. 
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Cependant, une délétion conditionnelle de Pkm2 diminue aussi l’expression de HIF-1α et d’IL-1β 

dans les macrophages activés ce qui confirme que PKM2 à un rôle déterminant dans le contrôle 

de l’effet Warburg (Luo and Semenza, 2011, Alves-Filho and Palsson-McDermott, 2016). Ces 

données mettent en relief l’importance de l’activation/inactivation de PKM2 dans la glycolyse. En 

définitive, sa forme active tétramérique prévient sa liaison avec HIF-1α et inhibe l’induction d’IL-

1β. En revanche, sous sa forme monomère/dimère inactive, le PKM2 transloque au noyau et 

active l’activité transcriptionnelle de HIF-1α en se liant au promoteur d’IL-1β (Palsson-McDermott 

et al., 2015). Tout bien considéré, G6PD et PKM2 sont deux enzymes de la glycolyse qui 

contribuent à l’apparition du profil inflammatoire des macrophages. 

      Le métabolisme des macrophages M1 se caractérise par des dysfonctionnements au niveau 

du cycle de Krebs. La stimulation par LPS induit des perturbations au niveau de la quantité des 

métabolites produits par le cycle de Krebs. Ceci se présente par une accumulation de citrate, de 

cis-aconitate, de succinate et d’itaconate ainsi qu’une diminution de l’α-kétoglutarate (α-KG) (Jha 

et al., 2015a, Strelko et al., 2011). En effet, le cycle de Krebs des M1 se caractérise par deux 

arrêts à deux niveaux principaux. En raison d’une diminution du niveau de l’enzyme IDH1, le cycle 

s’arrête une première fois résultant à l’accumulation de citrate et une diminution de l’α-KG. Une 

augmentation de l’expression de l’enzyme IRG1 est aussi notée dans les M1. L’IRG1 convertit le 

cis-aconitate en d’itaconate. L’itaconate induit un deuxième arrêt du cycle en inhibant l’enzyme 

succinate déshydrogénase (SDH). L’inactivation du SDH inhibe l’oxydation du succinate menant 

à son accumulation (Viola et al., 2019) (figure 1.16). L’accumulation des métabolites du cycle de 

Krebs incite leur utilisation et influence par conséquent le profil inflammatoire des macrophages. 

L’excès de citrate est transporté de la matrice mitochondriale au cytosol par la protéine 

mitochondriale CIC qui l’échange avec un malate. Le malate s’incorpore au cycle de Krebs et 

stimule l’OXPHOS (Catalina-Rodriguez et al., 2012) . Par la suite le citrate est clivé par l’enzyme 

citrate lyase pour produire l’acétyl-CoA et l’oxaloacétate. L’acétyl-CoA est responsable de 

biosynthèse des AG et sert aussi de groupe acyle pour l’acétylation des histones pour 

l’expression de gènes glycolytiques (Shi and Tu, 2015). Quant à l’oxaloacétate, il est réduit en 

malate et il est ensuite décarboxylé. Cette réaction génère le NADPH nécessaire à la production 

de NO et des ROS (Iacobazzi et al., 2017). L’inhibition de la CIC dans les macrophages précédant 

leur activation par LPS engendre une diminution de NO et des ROS ce qui confirme que leur 

production dépend de l’expression de CIC. Plus encore, l’analyse du promoteur du CIC révèle 

deux sites de liaison pour NF-κB et leur blocage induit une diminution de l’ARNm de CIC (Infantino 

et al., 2011). Donc CIC est la cible de NF-κB et contrôle la production de NO et des ROS qui sont 

des marqueurs principaux de l’inflammation. Une étude plus poussée a démontré que 
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l’expression de CIC est induite par la TNFα et l’IFN-ɣ par NF-κB et STAT1 respectivement 

(Infantino et al., 2014). En résumé, l’accumulation de citrate produit du premier arrêt du cycle de 

Krebs a une fonction majeure dans le maintien de la fonction microbicide des macrophages M1 

en générant le stress oxydatif par la production de NO et ROS. De la même manière, l’excès du 

succinate issu du deuxième arrêt du cycle de Krebs est transporté de la mitochondrie au cytosol 

où il induit la stabilisation de HIF-1α en inhibant PHD (Harber et al., 2020) . Il n’est pas surprenant 

que HIF-1α soit exprimé dans les macrophages M1. Il est en effet bien établi que HIF-1α est 

impliqué dans la régulation du métabolisme des M1, une surexpression de HIF-1α dans les 

macrophages stimulés avec LPS induit une augmentation des marqueurs M1 et de l’ECAR et 

ainsi qu’une diminution de l’OCR. La surexpression de HIF-1α induit plus spécifiquement 

l’augmentation de métabolites de la voie PPP et l’expression des gènes de la glycolyse (Pdk1, 

Pgk1, Glut1, Gck et Pkm2) ainsi que la diminution de l’oxydation mitochondriale (Wang et al., 

2017). La stimulation par LPS et l’inhibition de la glycolyse par le 2-DG des macrophages bloque 

l’expression de HIF-1α et IL-1β confirmant leur implication dans la polarisation M1 et dans 

l’induction de l’IL1-β par HIF-1α (Tannahill et al., 2013). Par conséquent, HIF-1α est exprimé 

même en normoxie. Ce phénomène est appelé pseudo-hypoxie (Hayashi et al., 2019). 

Cependant, l’activité des facteurs de transcriptions HIF est généralement associée à l’état 

hypoxique de la cellule et elle est régulée par la présence d’oxygène. Les HIF se composent de 

deux sous unités, HIF-1α et HIF-1β qui sont respectivement des sous-unités régulatrice et 

consécutive. Leur activité est régulée par des senseurs à oxygènes, les PHD 1-3 (Prolyl 

Hydroxylase Domain containing protein) et l’inhibiteur de HIF, FIH. En présence d’oxygène, les 

PHD inactivent HIF par des modifications post-transcriptionnelles (hydroxylation) ce qui permet 

le recrutement du complexe ubiquitine ligase (VHL E3) qui en collaboration avec l’elongin-1/2 et 

RBX1 polyibuquitinent HIF-1α pour sa subséquente dégradation par le protéosome (Albanese et 

al., 2020). De plus, FIH hydroxyle l’aspargine un résidu conservé sur HIF ce qui bloque son 

interaction avec le co-activateur transcriptionnel, p300 et inhibe par conséquent la transcription 

des gènes cibles (Fraisl et al., 2009, Rabinowitz, 2013). Outre sa régulation par l’oxygène, HIF-

1α peut être stabilisé par d’autres facteurs comme le succinate. Par conséquent, l’accumulation 

de succinate est considérée comme le lien entre le cycle de Krebs dysfonctionnel et HIF-1α (Selak 

et al., 2005, Koivunen et al., 2007). L’ajout du succinate exogène induit une augmentation de 

l’expression de HIF1-α par les macrophages activés au LPS sans pour autant moduler 

l’expression d’autres facteurs inflammatoires tels que TNFα et NF-κB. Donc le succinate stimule 

l’expression de HIF-1α spécifiquement (Tannahill GM, 2013). D’ailleurs, le succinate stabilise 

HIF-1α en inhibant l’activité des PHD (Selak et al., 2005). De plus, une stimulation avec le 
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succinate en combinaison avec le LPS contrôle le profil M1 en diminuant l’expression de l’ ARNm 

de la cytokine anti-inflammatoires IL-10 et de la protéine antagoniste au récepteur de la 

cytokine inflammatoire IL-1, IL-1RA (Mills et al., 2016). Par contre, l’inhibition de l’oxydation du 

succinate mitochondriale par le SDH engendre un effet opposé. Elle favorise un profil anti-

inflammatoire par l’augmentation de l’expression d’IL-10 et la diminution d’IL-1β et HIF-1α. De la 

même façon, un profil similaire est induit lors d’une délétion conditionnelle de SDH dans les 

macrophages ou lors de l’ajout de l’itaconate exogène (Mills et al., 2016, Lampropoulou et al., 

2016). En somme, l’oxydation du succinate par le SDH dans les mitochondries est requise pour 

stimuler l’expression de gènes pro-inflammatoires. Par ailleurs, l’accumulation de succinate dans 

les macrophages M1 ne provient pas seulement du deuxième arrêt du cycle de Krebs. En effet, 

un traçage du métabolisme de la glutamine dans des macrophages M1, montre une 

augmentation de la production de succinate qui provient de la glutamine marquée, et aussi une 

augmentation du transporteur de la glutamine, SLC3A2 (Tannahill et al., 2013, Jha et al., 2015a). 

En conclusion, le métabolisme de la glutamine contribue à l’accumulation de succinate par des 

réactions anaplérotiques qui œuvrent pour rétablir le déficit en α-KG menant à la production de 

succinate. Finalement, les dysfonctionnements au niveau du cycle de Krebs provoqués lors d’une 

polarisation M1 participent activement à l’apparition de l’aspect et de la fonction inflammatoire, 

essentiellement par l’amplification de l’expression de gènes stimulant la glycolyse et par la 

production de NO et des ROS. 

      Certes, la production de NO est un indicateur clé des M1, mais son rôle ne se résume pas 

uniquement à la fonction microbicide. Son rôle a été bien caractérisé dans un modèle murin où 

iNOS est absent dans les macrophages (iNOS-/-). Les macrophages iNOS-/- activés montrent une 

augmentation de l’α-KG, de l’itaconate et du succinate. Ces observations attribuent à iNOS un 

rôle régulateur de la production de ces métabolites (Palmieri et al., 2020). La diminution de l’α-

KG dans le métabolisme des M1 a été associée à une diminution de l’IDH1 qui est un enzyme du 

cycle de Krebs responsable de la conversion de l’isocitrate en l’α-KG (Jha et al., 2015a). 

Cependant, l’inhibition de iNOS n’a pas d’effet sur l’activité de l’IDH1 donc le dysfonctionnement 

observé est indépendant de l’IDH1. Contrairement à l’activité de l’IDH1, l’activité de l’enzyme 

mitochondriale aconitase 2 (ACO2), enzyme cible de NO est augmentée lors de l’inhibition de 

l’iNOS. Par conséquent, NO inhibe l’activité d’ACO2. À l’opposé, l’ajout de NO diminue l’activité 

de l’ACO2 dans des macrophages M1. Également, l’inhibition d’ACO2 dans les macrophages 

iNOS-/- activés montrent les mêmes changements que les contrôlent traités au LPS, soit une 

diminution de l’α-KG et une augmentation du citrate. Ces données concluent que le 

dysfonctionnement au niveau du cycle de Krebs est dû à l’ACO2 qui est régulé négativement par 
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NO (Palmieri et al., 2020). En outre, NO est un régulateur direct du flux du pyruvate entrant à la 

mitochondrie. Effectivement, l’ajout de NO en culture inactive l’enzyme pyruvate déshydrogénase 

(PDH) qui est responsable de la conversion du pyruvate en acétyl-CoA qui s’intègre par la suite 

au cycle de Krebs. NO y procède en induisant une modifications post-transcriptionnelle, la 

nitrosylation de la sous –unité PDH-E3 (Palmieri et al., 2020). Ces travaux mettent en évidence 

l’implication de NO dans la modulation du cycle de Krebs que ce soit par un effet direct ou indirect. 

      La production des ROS amplifie la capacité phagocytaire et la destruction des microbes des 

macrophages et favorise ainsi la polarisation des macrophages en M1 (Tan et al., 2016, Yuan et 

al., 2019). En plus des ROS cytosoliques, les ROS mitochondriaux (ROSmt) contribuent à la 

fonction bactéricide des macrophages. La stimulation des macrophages par des agonistes des 

TLR1/2/4 induit la translocation de la protéine médiatrice de la signalisation des TLRs, TRAF6 

(Kawasaki and Kawai, 2014) à la fraction mitochondriale ce qui corrobore un rôle actif de la 

signalisation des TLR dans la production des ROSmt. En effet, ceci est confirmé par l’interaction 

de TRAF6 à la protéine ECSIT, qui est responsable de l’assemblage du complexe I de l’ETC. 

TRAF6 engendre la dégradation de ECSIT par ubiquitination ce qui induit la production de 

ROSmt. De plus l’infection par S. typhimurium in vivo de souris déficientes en ECSIT augmente 

la charge bactériale dans le foie et la rate de plus de cinq fois comparées aux souris contrôles 

(West et al., 2011). En d’autres termes, la présence d’ECSIT est requise pour le maintien de la 

fonction microbicide médiée par ROSmt et aussi une perturbation dans la production des ROSmt 

engendre une diminution d’IL-1β. En somme, les ROS mitochondriaux sont autant importants 

pour la fonction des M1 que les ROS cytosoliques ou NO (Mills et al., 2016). 

      Le métabolisme énergétique des M1 dépend essentiellement de la production de lactate. La 

production de lactate provient de la conversion du pyruvate. Étant donné que le pyruvate est 

impliqué dans l’activité du cycle de Krebs et dans la production de lactate, par conséquent sa 

destinée dépend de l’activité de certains enzymes. Pour sa conversion en lactate, le pyruvate 

nécessite la phosphorylation de l’enzyme pyruvate déshydrogénase (PDH) par la pyruvate 

déshydrogénase kinase (PDK) ce qui l’inactive. Cette inactivation permet la conversion du 

pyruvate en lactate. PDK2 et PDK4 ont été spécifiquement identifiées primordiales dans la 

régulation de PDH. Des souris déficientes en PDK2/4 (pdk2/4 KO) ayant subi une stimulation 

inflammatoire montrent une diminution de la production de lactate et une diminution de la douleur 

associée à l’inflammation. Étant donné que la production de lactate diminue le pH, il facilite par 

conséquent l’activation des nocicepteurs (Jha et al., 2015b). Dans des conditions inflammatoires, 

une délétion de PDK2/4 supprime l’induction de HIF1α et iNOS mais cet effet est moindre dans 
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les conditions où PDK2 ou PDK4 sont enlevés séparément. Ce qui suggère que PDK2 et PDK4 

compensent l’une pour l’autre. En outre, la diminution de l’expression de l’IDH1 est abolie dans 

les macrophages pdk2/4 KO activés. De plus, une diminution de l’expression d’IRG1 est observée 

dans les mêmes conditions. Plus encore, la diminution de l’activité mitochondriale et 

l’augmentation de l’ECAR sont prévenues et deviennent comparables aux macrophages 

contrôles non stimulés. Ces effets sont aussi obtenus pareillement lors de l’inhibition de PDK (Min 

et al., 2019). Ainsi, PDK est devenue une cible thérapeutique dans le traitement des maladies 

métaboliques inflammatoires tel que le diabète de type 2. En effet, un inhibiteur a montré des 

effets favorables, KPLH1130 chez des souris ayant reçu une diète riche en gras qui induit la 

polarisation M1 et la résistance à l’insuline. À faible dose, cet inhibiteur diminue les marqueurs 

inflammatoires TNFα, IL-6, IL1β, iNOS, HIF1α et augmente l’activité mitochondriale (Min et al., 

2019). En somme, il semble que le contrôle de la voie d’utilisation du pyruvate par les PDK est 

primordial dans la détermination des changements métaboliques caractéristiques des M1. 

      Les voies de signalisation qui influencent la régulation du métabolisme des M1 demeurent 

sous investigation. Pourtant, l’interrelation entre l’inflammation et la voie des MAPK (ERK1/2, p38 

et JNK) suscite de plus en plus d’intérêt. En effet, l’inhibition de ERK1/2 dans des macrophages 

activés au LPS entraine une diminution de iNOS, de COX2, de cytokines pro-inflammatoires 

(TNFα, IL-6 et IL-1β) et une augmentation du nombre des cellules apoptotiques. Au niveau 

métabolique l’inhibition de ERK1/2 dans les macrophages traités au LPS induit la diminution du 

niveau de l’enzyme PFK2 qui génère le métabolite Fructose-2,6-biphosphate responsable de 

stimuler le flux glycolytique, ainsi qu’une diminution de la consommation de glucose et de la 

production de lactate (Traves et al., 2012). Par conséquent, l’activation d’ERK1/2 dans les 

macrophages inflammatoires a certes un rôle dans la production de cytokines inflammatoires 

mais semble aussi être un régulateur du métabolisme des M1 en stimulant la glycolyse. En outre, 

la surexpression de l’enzyme G6PD active la voie de p38 qui est connue aussi d’être stimulé lors 

de stress oxydatif (Son et al., 2013, Son et al., 2011). Elle induit également l’activité de NF-κB. 

Or, la délétion de G6PD diminue significativement l’activation de la voie p38 et l’expression de 

NF-κB (Ham et al., 2013). En d’autres termes, le flux glycolytique induit l’expression des gènes 

inflammatoires par l’activation de la voie de la MAPK p38 et la stimulation de NF-κB. 

     La kinase mammalian target of rapamycin (mTOR) forme deux complexes,  

 

 et mTORC2 qui diffèrent par leur composition, leurs protéines cibles et leur sensibilité à la 

rapamycine. Notamment, mTORC1 and mTORC2 sont définis par l’interaction de mTOR avec 
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Raptor et Rictor, respectivement. (Hara et al., 2002, Sarbassov et al., 2004). Le métabolisme de 

M1 est aussi affecté par la signalisation de mTORC1.  Étant donné que les acides aminés sont 

de puissants activateurs de mTORC1, les macrophages ont été stimulés au LPS dans un milieu 

dépourvu de sérine afin de déterminer son implication. Les macrophages M1 montrent non 

seulement une diminution de l’IL1-β et de NF-κB, mais aussi une diminution de la glycolyse 

décrite par la diminution de l’ECAR et de l’enzyme PFK ainsi qu’une inhibition de mTORC1. 

Cependant, l’ajout de glucose/pyruvate ne renverse pas la diminution de l’expression des 

cytokines inflammatoires. Par conséquent, l’inhibition de mTORC1 altère le pouvoir inflammatoire 

des macrophages M1. Ce qui est aussi confirmé par l’inhibition de mTORC1 par la rapamycine 

en présence de sérine dans le milieu, mettant en évidence la spécificité de ce phénotype à 

mTORC1 (Chen et al., 2020, Jiang et al., 2014). Au contraire, l’activation constitutive de mTORC1 

dans des macrophages induit une augmentation des cytokines au niveau protéique  IL-6 et TNFα 

suite à l’activation par LPS (Paschoal et al., 2017, Byles et al., 2013, Jiang et al., 2014). À 

l’opposé, la délétion de mTORC2 augmente la polarisation M1 et la réponse inflammatoire des 

macrophages. Les souris déficientes en Rictor dans les cellules myéloïdes sont plus sensibles 

au développement d’un choc septique lors de la stimulation par LPS (Festuccia et al., 2014). 

Donc mTORC2 est un régulateur négatif de l’inflammation à l’opposé de mTORC1 qui a un rôle 

inducteur (Covarrubias et al., 2015). Les protéines AKT contribuent à la réponse inflammatoire 

dépendamment de l’isoforme impliqué. Une stimulation de macrophages déficients en AKT1 par 

LPS induit un profil M1, alors que les macrophages déficients en AKT2 adoptent un profil M2 lors 

d’une activation anti-inflammatoire par IL-4. Donc AKT1 a un rôle anti- inflammatoire à l’encontre 

d’AKT2 qui a un rôle pro-inflammatoire (Arranz et al., 2012, Androulidaki et al., 2009, Kuijl et al., 

2007). En résumé, les avancements des recherches à ce jour, démontrent l’implication des voies 

de signalisation MAPK ainsi qu’AKT/mTORC1/2 dans la polarisation des macrophages M1. 

      Pour conclure, le métabolisme des macrophages M1 se distingue par des altérations au 

niveau du cycle de Krebs qui mettent en évidence l’implication des enzymes, ACO2, IDH1, SDH 

et des métabolites, citrate, itaconate, α-KG et succinate ainsi qu’une augmentation de la glycolyse 

(figure 1.15, figure 1.17).  
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Figure 1.15 Le métabolisme mitochondrial des macrophages M1 

1 : Premier arrêt, accumulation du citrate, diminution de l’activité l’ACO2, de l’IDH1 et de la quantité 

de l’α-KG aussi bien que la production d’itaconate. 2 : Deuxième arrêt, accumulation du succinate. 

Inhibition de SDH (complexe II de l’ETC) par itaconate menant à une production des ROS. 

 

1.5.2 Métabolisme des macrophages M2 

      Contrairement aux macrophages M1, le métabolisme des macrophages M2 se distingue par 

une activité mitochondriale intacte. Précisément, les macrophages M2 bénéficient d’une activité 

d’OXPHOS intense et une augmentation de la β-oxydation (Vats et al., 2006, Huang et al., 2014, 

Nomura et al., 2016, Van den Bossche et al., 2015) (figure 1.16). L’implication de la glycolyse 

dans le processus métabolique mitochondriale n’est pas pour autant négligeable. Les produits de 

la glycolyse contribuent à approvisionner le cycle de Krebs. Par exemple le lactate est une source 

de carbone pour le cycle de Krebs (Hui et al., 2017). Aussi, le pyruvate est décarboxylé et intègre 

le cycle de Krebs sous forme d’acétyl-CoA et participe ainsi à l’activité du cycle (Diskin and 

Palsson-McDermott, 2018).  
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      La polarisation des macrophages par IL-4 induit une diminution de l’ECAR et une 

augmentation de l’OCR à l’opposé de la stimulation par LPS. Afin de déterminer la contribution 

de la glycolyse dans la polarisation M2, des macrophages ont été mis en culture dans un milieu 

dépourvu de glucose ou en présence de galactose, qui tous deux diminuent le flux glycolytique. 

La stimulation par IL-4 dans ces conditions augmente l’OCR et la consommation de la glutamine. 

Par conséquent, l’atténuation du flux glycolytique induit la glutamine à compenser et 

approvisionner le cycle pour amplifier son activité en alternative au pyruvate (Wang et al., 2018). 

D’un autre côté, la suppression de la glutaminolyse par l’inhibition de la glutaminase-1 induit une 

diminution des marqueurs M2. Par conséquent, la glutamine est indispensable pour 

l’établissement du profil M2. Cependant, l’ajout de l’α-KG rétablit le phénotype M2 suite à la 

stimulation par IL-4 ce qui indique que l’α-KG du métabolisme de la glutamine est requis dans la 

polarisation M2. En effet, L’α-KG provenant du métabolisme de la glutamine contrôle l’expression 

des gènes M2 (Arg1, ym1, Retnla, Mcr1). Il y procède par l’induction de la déméthylase Jmjd3 

qui contrecarre la triméthylation de l’histone H3 K27 (H3K27me3) des promoteurs 

correspondants aux gènes M2 et induit donc leur expression (Liu et al., 2017). En résumé, la 

glutamine a non seulement un rôle de compensation pour l’activité du cycle de Krebs mais elle 

est aussi nécessaire à l’induction du profil M2. 

      La participation de l’ETC mitochondriale dans la polarisation M2 n’est pas juste restreinte à la 

production d’ATP. Il s’avère que la suppression de la production d’ATP par le complexe V dans 

des macrophages cultivés sans glucose et activés diminue l’expression du marqueur CD36. En 

effet, l’expression de CD36 est contrôlée par la phosphorylation de STAT6 par JAK. Par contre 

l’activité des JAKs dépend de la disponibilité de l’ATP pour pouvoir fonctionner. L’inactivation de 

STAT6 engendre une diminution du facteur de transcription PPARɣ qui régule l’expression de 

son gène cible, CD36 (Wang et al., 2018, Tontonoz et al., 1998). Ces observations renforcent 

l’implication des mitochondries dans le contrôle de la polarisation M2. CD36 est considéré comme 

un marqueur des macrophages M2 en raison de son implication dans la résorption de 

l’inflammation. Effectivement, CD36 reconnait les phosphatidylsérines sur les cellules 

apoptotiques et permet leur phagocytose ce qui élimine l’inflammation et laisse place à une 

polarisation M2 (Woo et al., 2016). Outre son rôle dans la phagocytose, CD36 est une protéine 

translocase qui permet la pénétration des lipides dans la cellule (Qiao et al., 2008). L’absence de 

CD36 dans des macrophages M2 induit une diminution de l’activité de l’OXPHOS et des 

marqueurs M2 (Huang et al., 2014). 
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      La lipolyse est un facteur déterminant dans l’orientation de la polarisation des macrophages. 

L’utilisation des AG comme substrats est non seulement primordiale pour l’activité du 

métabolisme M2, mais elle est aussi essentielle pour le maintien de la polarisation (Biswas and 

Mantovani, 2012, Odegaard and Chawla, 2011, Remmerie and Scott, 2018, Malandrino et al., 

2015). Les triglycérides ne peuvent rejoindre la cellule sous une forme non hydrolysée. Pour ce 

faire, l’activité de lipases neutres (ATGL et HSL) et acides (LAL) est requise pour leur dégradation 

et permettre ensuite son utilisation par le métabolisme oxydatif (Zechner et al., 2012). En effet, 

une polarisation M2 est accompagnée d’une augmentation du métabolite glycérol indicateur de 

l’implication de la dégradation des lipides. De plus, l’inhibition spécifique de la lipase LAL aboutit 

à une diminution du glycérol, une diminution de l’OCR et une suppression des marqueurs M2 

ainsi qu’une accumulation de gouttelettes lipidiques (Huang et al., 2014). En somme, les 

protéines CD36 et LAL sont tous deux requises pour la polarisation M2 en régulant l’utilisation 

des lipides comme substrats ainsi que leur oxydation par le métabolisme mitochondrial afin de 

produire de l’énergie. 

      L’oxydation des acides gras (FAO) par la β-oxydation est une partie intégrante du 

métabolisme des M2. En effet, son activité est corrélée avec la polarisation M2 (Pearce and 

Pearce, 2013, Vats et al., 2006, Huang et al., 2014). Cependant, plusieurs étapes sont 

nécessaires avant d’obtenir le substrat adéquat pour entamer la FAO. Les triglycérides sont 

hydrolysés en AG par des lipoprotéines lipases dans le cytosol. Ensuite, par l’intermédiaire de 

transporteurs d’AG auxquelles qui ont une activité d’acyl-CoA synthase, l’AG est converti en acyl-

CoA. Étant donné que la membrane mitochondriale est imperméable aux acyl-CoA, leur 

translocation requière l’intervention du système protéique carnitine. La carnitine 

palmitoyltransférase I (CPT1) présente à la membrane externe mitochondriale convertit l’acyl-

CoA en acylcarnitine (Acylc). Par la suite, la carnitine acyl carnitine translocase (CACT) échange 

des Acylc contre des carnitines libres se trouvant à l’intérieur des mitochondries. Une fois, l’Acylc 

est acheminé à l’intérieur de la mitochondrie, la CPT2 prend le relais et reconvertit l’Acylc en acyl-

CoA pour qu’il intègre la β-oxydation. Au final, la β-oxydation génère l’acétyl-CoA comme produit 

final. Par la suite, l’acétyl-CoA intègre le cycle de Krebs (Houten and Wanders, 2010, Adeva-

Andany et al., 2019) (figure 1.17). 

      Une atténuation de l’expression de CPT1 dans des macrophages M2 traités avec le 7-

Ketocholesterol (source de cholestérol) induit une accumulation de lipides dans le cytosol et une 

augmentation du marqueur inflammatoire iNOS (Calle et al., 2019). Donc, une altération de 

l’expression de la CPT1 perturbe le profil anti-inflammatoire des macrophages. De plus, la 
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délétion de Cpt2 des macrophages (Cpt2-/-) prévient l’augmentation de l’OCR lors de l’ajout d’AG 

comme substrat. Ce qui indique que la CPT2 est requise pour le bon déroulement de la FAO. 

Cependant, la stimulation par IL-4 des macrophages Cpt2-/- n’affecte pas l’expression de 

marqueurs M2. Surprenamment, le traitement à l’étomoxir inhibe les marqueurs M2 (Arg1, Mgl2 

et Retnla) dans les macrophages contrôles et les macrophages Cpt2-/- de manière similaire 

(Nomura et al., 2016). En résumé, l’inhibition de la β-oxydation ne prévient pas l’activation des 

M2 indiquant une contribution plus complexe de la FAO dans la polarisation M2. De la même 

façon, il a été montré que des macrophages Cpt1-/- sont aussi capables d’être polarisés en M2, 

et que le blocage de l’ETC n’empêche pas l’apparition du profil M2. Par contre, dans certains 

contextes, l’etomoxir inhibiteur irréversible de la CPT1 inhibe l’expression de marqueurs M2. En 

effet, l’effet de l’etomoxir est dose-dépendant. À faible dose (<100 µM) l’etomoxir bloque 

l’oxydation des AG sans affecter l’expression des marqueurs M2, Par contre, à forte dose 

(200µM) il inhibe la polarisation M2. À savoir que, la disponibilité de l’etomoxir en excès augmente 

la production du métabolite pantothénate (Vitamine B5) qui est un précurseur de la biosynthèse 

du CoA. Donc, par sa composition etomixiryl acyl-CoA, il perturbe l’homesotasie du CoA. Ceci, 

en diminuant la disponibilité de CoA libre dans le cytosol. En revanche, l’ajout de CoA dans le 

milieu renverse le phénotype induit par l’etomoxir et rend la polarisation M2 possible (Divakaruni 

et al., 2018). En conclusion, l’inhibition de la FAO seule ne prévient pas l’expression des 

marqueurs M2. Considérant que le maintien de l’OCR dans le profil M2 se déroule 

essentiellement par l’oxydation des AG, le système compense en retour par la synthèse de novo 

acides gras. De ce fait, les M2 présentent aussi une augmentation dans l’expression des gènes 

Fasn et Acaca qui codent pour les enzymes de synthèse d’AG (Huang et al., 2016). 

      Hormis la FAO, le facteur de transcription PPARɣ a été identifié dans la polarisation M2. 

Effectivement, une stimulation par IL-4 des macrophages induit une augmentation de la protéine 

PPARɣ. Toutefois, sa délétion engendre une diminution de l’Arg-1. De plus, des macrophages 

déficients en PPARɣ présentent une diminution de la β-oxydation, une diminution de CD36 ainsi 

qu’une diminution de la biogenèse mitochondriale. En outre, PPARɣ est un facteur important dans 

l’établissement de l’aspect pathophysiologique. En effet, son absence dans les macrophages 

supprime le phénotype anti-inflammatoire chez des souris infectées par le parasite leishmania 

major ou ayant reçu un régime riche en lipides. Aussi, il accroît l’apparition de l’athérosclérose 

(Castrillo and Tontonoz, 2004, Odegaard et al., 2007, Lehrke and Lazar, 2005). Plus encore, la 

participation de PGC1-β, un co-activateur de PPARɣ est mise en évidence dans le profil M2. De 

la même façon, l’absence de PGC-1β diminue l’utilisation et l’oxydation des AG dans des 

macrophages activés par IL-4. Par contre, sa surexpression induit l’augmentation de l’expression 
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de l’Arg-1 et de la FAO. De plus, une interrelation entre STAT6 et PGC-1β a été identifiée. En 

effet, l’analyse génomique a montré le recrutement de PGC-1β à STAT6 ce qui intensifie 

l’activation de l’Arg-1 en se liant à son promoteur (Vats et al., 2006). Ces observations mettent 

en relief le rôle de PPARɣ et PGC-1β dans la régulation du métabolisme des macrophages M2. 

      Les changements métaboliques associés à une polarisation M2 font intervenir la voie de 

signalisation AKT/mTOR. Le système mTOR se compose de deux complexes, mTORC1 et 

mTORC2 (Covarrubias et al., 2015). L’implication de mTORC1 est établie dans la régulation du 

métabolisme du glucose et du métabolisme des M1. Par contre, son expression consécutive 

régule négativement l’apparition du profil M2 (Byles et al., 2013). La suppression de mTORC1 ou 

son inhibition n’altère pas l’activation M2. Par conséquent, mTORC1 n’intervient pas dans la 

polarisation M2. Cependant, l’inhibition de mTORC2 ou sa la délétion affecte aussi bien le 

métabolisme que le phénotype des macrophages M2. En effet, la stimulation par IL-4 des 

macrophages déficients en mTORC2 (Rictor -/-) induit une diminution de l’utilisation du glucose, 

de l’ECAR, de l’expression des enzymes glycolytiques, de l’OXPHOS et de la FAO. De plus, les 

macrophages Rictor -/- sont incapables d’être polarisés en un profil M2. Ceci se décrit par la 

diminution de l’expression de gènes M2 (CD301, Relnα, Arg1, Ym1, IL-10, Lipa, CD36, fabp4) 

ainsi qu’une diminution du facteur de transcription IRF-4, un régulateur de l’expression des 

gènes M2 (Satoh et al., 2010, Huang et al., 2016). De surcroît, la délétion de mTORC2 dans les 

macrophages diminue la résistance immunitaire face aux infections parasitaires (brasiliensis 

larvae et H. polygyrus). En conclusion, mTORC2 est identifié comme activateur de la 

polarisation M2. 

      En définitive, le métabolisme des macrophages M2, se définit par une activité prononcée de 

La FAO (figure 1.16, figure 1.18) et une contribution du métabolisme de la glutamine au 

fonctionnement du cycle de Krebs. Ces changements métaboliques sont soutenus par l’activité 

des protéines CD36, LAL, PPARɣ et PGC-1β. Et la polarisation la M2 est orchestrée par 

mTORC2. 
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Figure 1.16 Le métabolisme mitochondrial des macrophages M2 

L’activité du cycle de Krebs est intacte. Elle est amplifiée par la contribution de la β-oxydation et du 

métabolisme de la glutamine. 
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1.5.3 Le métabolisme des macrophages M1/M2 

 

 

 

Figure 1.17 Résumé du métabolisme des M1 

Schéma récapitulatif des enzymes, des métabolites, des facteurs de transcription, des gènes et des voies de 

signalisation impliqués dans la polarisation M1 et dans l’établissement du profil inflammatoire. CIC : 

transporteur de citrate mitochondrial 
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Figure 1.18 Résumé du métabolisme des macrophages M1/M2 

Schéma récapitulatif des enzymes, des métabolites, des facteurs de transcriptions, des gènes et des 

voies de signalisations impliqués dans la polarisation M2 et dans l’établissement du profil ant-

inflammatoire. CPT1 : carnitine palmitoyltransférase I, CPT2 : carnitine palmitoyltransférase II, 

OXPHOS : oxydation phosphorylative, ETC : chaine de transport d’électrons. AG : acide gras. 

 

1.6 Les cellules souches hématopoïétiques 

      Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) sont en haut de la hiérarchie des cellules 

immunitaires. Elles sont à l’origine des cellules sanguines et immunitaires (figure 1.19). Les CSH 

ont été découvertes par Till et McCulloch en 1961 (Till and Mc, 1961). Elles sont fonctionnellement 

définies par leur capacité de reconstituer tout le système hématopoïétique chez des animaux 

immunodéprimés et sont responsables de la production du système sanguin tout au long de la 

vie (Ng and Alexander, 2017, Mikkola and Orkin, 2006, Copley and Eaves, 2013). De plus, elles 

se distinguent par deux propriétés, la multipotence et l’autorenouvellement (Copley and Eaves, 

2013, Goodell et al., 1996, Eaves, 2015). En effet, elles sont aptes à se différencier en n’importe 

quelle cellule sanguine fonctionnelle et à donner naissance à deux cellules filles identiques. 

Toutefois, durant leur différenciation les CSH génèrent des progéniteurs hématopoïétiques (CHP) 
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qui perdent leur capacité d’autorenouvellement t (Morrison and Weissman, 1994, Passegue et 

al., 2003).  

      Les CSH sont isolées et identifiées chez la souris par des marqueurs spécifiques selon leur 

stade de maturation. Les pré-CSH dans le sac vitellin et le mésoderme du sac vitellin AGM (Aorta-

Gonad-Mesonephros) (E8.5-10.5) expriment CD41 et CD34. Les pré-CSH dans le placenta qui 

sont à l’origine des CSH définitives expriment CD34, CD45, Sca-1. Les CSH dans le foie fœtal 

(E=11.5) expriment CD34, CD45, Sca-1, Mac-1 et CD150. En dernier, les CSH néonatales qui 

s’établissent dans la moelle osseuse (MO) et la rate expriment CXCR4, Sca-1, CD45 et CD150 

(Ratajczak, 2008). De surcroît, les CSH et les CHP sont contenus dans une même fraction LSK 

identifiée par l’expression des marqueurs lineage – (L), c-Kit+ (K) et Sca-1+ (S) (Christensen and 

Weissman, 2001, Yang et al., 2005, Seita and Weissman, 2010). Par la suite, la pureté des CSH 

a été corroborée avec d’autres marqueurs de surface de la famille des SLAM (Engel et al., 2003). 

Il est désormais admis que les CSH sont CD150+, CD48- et CD244- (Ratajczak, 2008, Challen et 

al., 2009). En outre, les CSH sont une population rare, elle représente ≈0,01 % de toutes les 

cellules de la MO (Kiel et al., 2005). Cependant, la fraction CSH est hétérogène, elle se compose 

de deux sous-types identifiés comme des CSH à long terme (CSH-LT) et les CSH à court terme 

(CSH-CT). Ces fractions ont différentes fonctions et différents phénotypes. Les CSH-LT 

s’autorenouvèlent et maintiennent le système hématopoïétique indéfiniment avec un biais 

lymphoïde, alors que les CSH-CT le font pendant un intervalle défini avec un biais myéloïde (Yang 

et al., 2005, Oguro et al., 2013, Osawa et al., 1996). D’ailleurs, l’expression des marqueurs CD34 

et CD135 (Flt3) ont permis leur distinction. Les CSH-LT sont identifiées CD34- et CD135- et les 

CSH-CT sont identifiées CD34+ et CD135- . De plus, les CSH-CT se différencient en PPM 

«  progéniteurs multipotents » qui ont une capacité d’ autorenouvellement faible et transitoire et 

sont identifiés par CD34+, CD135+ (Challen et al., 2009, Oguro et al., 2013). Par contre, les PPM 

ont une capacité de différenciation plus robuste que les CSH. Les branches en aval des PPM 

sont les PMC « progéniteurs myéloïdes communs » qui sont à l’origine des lignées myéloïdes et 

des précurseurs mégacaryocytes/érythrocytes et les PLC « progéniteurs lymphoïdes communs» 

qui sont à l’origine des lignée lymphoïdes (Morrison et al., 1997, Ghaedi et al., 2016, Kondo, 

2010) (figure 1.19).  

      L’analyse du cycle cellulaire des CSH purifiés montrent que 70 % des cellules LSK CD34-

CD48-CD150hi sont quiescentes en G0. Cette population est constituée de 30 % de cellules 

dormantes c’est-à-dire elles ne se divisent que tous les 145-193 jours et de 70 % de cellules qui 

sont plus activent et se divisent tous les 28-38 jours (Wilson et al., 2008, Takizawa et al., 2011). 



49 
 

En générale, les cellules avec une activité cyclique ralentie correspondent aux CSH-LT et ceux 

plus actives correspondent aux CSH-CT (Suda et al., 2011). 

 

             

 

Figure 1.19 L’hématopoïèse 

Les cellules souches hématopoïétiques sont à l’origine de toutes lignés lymphoïdes, myéloïdes et sanguines 

1.7 La niche hématopoïétique 

      Les CSH s’autorenouvellent et à se différencient afin de maintenir l’homéostasie 

hématopoïétique. Pour être fonctionnelles, les CSH doivent collaborer avec plusieurs composés 

et cellules au sein de la moelle osseuse (MO). À la suite de cette observation, le concept de la 

« niche hématopoïétique » a vu le jour en 1978 (Schofield, 1978). À l’intérieur de cette niche, les 

CSH sont associées à d’autres cellules et réagissent à plusieurs stimulations qui déterminent 

leurs comportements. La majorité des CSH sont adjacentes aux vaisseaux sanguins sinusoïdaux 

et artérioles dans la MO (Kiel et al., 2005, Nombela-Arrieta et al., 2013, Kunisaki et al., 2013, 

Crane et al., 2017). En résumé, les CSH sont localisées de façon périvasculaire.  
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      La MO est un tissu spongieux encapsulé à l’intérieur des os. Elle est le lieu central de 

l’hématopoïèse et de la production de cellules sanguines. Elle est constituée d’une moelle rouge 

aux extrémités des os plats et longs (épiphyse), et d’une moelle jaune qui entrepose le tissu 

adipeux dans la cavité médullaire (diaphyse) (Schnitzler and Mesquita, 1998, Mangialardi et al., 

2016). La MO est insérée dans des os vascularisés et innervés riches en CSH à la zone 

trabéculaire dans la partie métaphyse de l’os (figure 1.20). La cavité médullaire est bordée d’une 

partie appelée endosteum qui se compose d’ostéoblastes pour la formation des os et 

d’ostéoclastes pour la résorption osseuse (Morrison and Scadden, 2014, Clarke, 2008). Les 

artères rentrent par l’orifice foramina nutricia qui approvisionnent l’os en nutriments et fusionnent 

en sinusoïdes veineux constitués d’une seule couche de cellules endothéliales qui agissent 

comme un conduit vers la circulation (Morrison and Scadden, 2014). Des études de greffes de 

CSH après une irradiation létale de la MO ont révélées que ces cellules tendent à se rendre à la 

partie endostéale. Les CSH qui logent au niveau de l’endosteum (la niche endostéale) sont 

quiescentes et ont une capacité de reconstitution plus intense, alors que les CSH qui sont plus 

au centre (la niche vasculaire) sont plus prolifératives (Arai et al., 2004, Nilsson et al., 2001). 

 

                  

Figure 1.20 Anatomie de l’os long 

La zone trabéculaire est riche en CSH, la moelle rouge est au niveau de l’épiphyse et la moelle 

jaune au niveau de la diaphyse 
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1.7.1 La niche endostéale 

      Les ostéoblastes produisent différentes molécules comme l’osteopontine (OPN), la 

thrombopoiétine (THPO) et l’angiopoietin-1 (Ang-1). L’OPN est un régulateur négatif des CSH et 

promeut leur migration à travers la zone endostéale. Son absence augmente l’expansion des 

CSH, diminue l’apoptose et perturbe leur distribution dans la zone endostéale (Stier et al., 2005, 

Nilsson et al., 2005). La THPO maintient la quiescence des CSH par l’augmentation de 

l’expression des inhibiteurs des cyclines kinase p57 et p19 (Qian et al., 2007, Yoshihara et al., 

2007). Et l’Ang-1 favorise l’adhésion des CSH à l’os et maintien ainsi leur quiescence (Arai et al., 

2004). La THPO et l’Ang-1 agissent par leurs récepteurs respectifs sur les CSH, MPL et Tie2. De 

plus, le ligand Notch agit sur l’activité des CSH dépendamment de la cellule qui l’exprime. Par 

exemple le ligand Notch exprimé par les ostéoblastes promeut la maturation et l’expansion des 

CSH (Calvi et al., 2003, Weber and Calvi, 2010). L’expression de Notch par les cellules 

endothéliales prévient l’épuisement des CSH en augmentant leur autorenouvellement (Butler et 

al., 2010) et une délétion de la forme active de Notch dans la niche perturbe la quiescence et la 

rétention des CSH (Wang et al., 2015). De plus, la concentration extracellulaire du calcium dicte 

le devenir des CSH. Les ions calcium sont détectés par le récepteur CaR couplé aux protéines G 

exprimé sur les CSH qui permet leur rétention à la partie endostéale de l’os (Adams et al., 2006). 

La chiomikine CXCL12 est exprimée en abondance par les ostéoblastes, elle contrôle la rétention 

endostéale des CSH par l’interaction avec le récepteur CXCR4 exprimé sur les CSH (Semerad 

et al., 2005, Galan-Diez and Kousteni, 2017). Les ostéoblastes sécrètent aussi un facteur de 

croissance SCF (Stem Cell Factor) qui se lie au récepteur c-Kit sur les CSH (Coskun and Hirschi, 

2010). Cette interaction permet l’autorenouvellement des CSH (Sauvageau et al., 2004). En 

outre, les ostéoclastes jouent un rôle dans l’homéostasie hématopoïétique. En effet, la formation 

des ostéoclastes se produit sous l’influence du ligand RANKL produit par les ostéoblastes. Les 

ostéoclastes induisent la mobilisation des CSH dans la circulation en diminuant l’expression de 

la chimiokine CXCL12 et par l’expression des enzymes MMP-9 et cathepsin K qui clivent SCF et 

CXCL12 ce qui mène à la mobilisation des CSH (Kollet et al., 2006, Semerad et al., 2005). De 

surcroît, la molécule d’adhésion N-cadherin est fortement suggérée dans l’interaction entre les 

CSH et les ostéoblastes (Morrison and Scadden, 2014). Par contre, sa délétion n’affecte ni le 

maintien des CSH ni l’hématopoïèse (Kiel et al., 2009, Greenbaum et al., 2012, Bromberg et al., 

2012). 
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1.7.2 La niche vasculaire 

      Les acteurs principaux de la niche vasculaire sont les différents types de cellules 

mésenchymateuses (CMS). Ces cellules sont adjacentes aux vaisseaux sanguins de la moelle 

et sont identifiées par plusieurs marqueurs en plus des marqueurs typiques CD105, CD90 et 

CD73 (Mangialardi et al., 2016). En effet, elles peuvent exprimer CD146, CXCL12, Nestine et le 

récepteur de la leptine (LepR) (Mangialardi et al., 2016, Levesque et al., 2010). Il est bien établi 

que l’interaction CXCL12-CXCR4 est primordiale pour l’activité des CSH. La délétion du CXCR4 

dans les CSH résulte en une diminution de leur nombre et une augmentation de la sensibilité de 

la MO à un stress myélotoxique (Georgiou et al., 2012). La vaste majorité des CSH sont trouvés 

en contact avec des cellules exprimant en abondance CXCL12, nommées des cellules CAR 

(CXCL12-Abundant Reticular cells). Les cellules CAR entourent les cellules endothéliales 

sinusoïdales et une petite portion est située près de l’endosteum. Par conséquent, les cellules 

CAR font partie à la fois de la niche endostéale et vasculaire (Sugiyama et al., 2006). Les 

cellules CD146+ sont des cellules subendothéliales et sont associées avec les cellules 

hématopoïétiques. Ces cellules expriment des facteurs qui régulent l’angiogenèse et la formation 

des vaisseaux sinusoïdaux supportant l’hématopoïèse (Sacchetti et al., 2007). Les cellules 

Nestin+ sont périvasculaires et étroitement liées aux CSH. Leur délétion dans la MO induit une 

diminution du nombre de CSH et LSK. Par contre, leur nombre augmente dans la rate suggérant 

l’induction d’une augmentation de la mobilisation et une diminution de la migration des CSH après 

une greffe (Mendez-Ferrer et al., 2010b). Les cellules LepR + sont aussi périvasculaires et leur 

fonction est restreinte à l’expression du facteur soluble SCF qui est un important régulateur du 

maintien des CSH. Sa délétion de ces cellules induit une diminution de la fréquence des CSH et 

du nombre des cellules de la MO. La diminution de la taille cellulaire de la MO s’accompagne 

d’une augmentation de la taille de la rate donc d’une activation de l’hématopoïèse extramédullaire 

(Ding et al., 2012). De plus, la mobilisation des CSH est contrôlée par le système nerveux 

sympathique qui régule la formation osseuse et l’expression de CXCL12 (Katayama et al., 2006, 

Mendez-Ferrer et al., 2010a). En outre de la régulation nerveuse, la contribution des lipides n’en 

est pas moindre. Les adipocytes ont deux rôles controversés, bien qu’ils soient des régulateurs 

négatifs de l’activité des CSH, ils peuvent aussi stimuler l’hématopoïèse lorsque la situation 

l’exige (Naveiras et al., 2009). Par exemple, lors d’une situation de stress, les adipocytes régulent 

positivement les CSH. En effet, après une radiothérapie ou une chimiothérapie les niches 

physiologiques des CSH sont temporairement détruites. Par conséquent, les CMS entament la 

différenciation adipogénique, et les adipocytes nouvellement générés forment une niche 

temporaire pour les CSH afin de maintenir la fonction hématopoïétique de base de l’organisme 
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et de promouvoir la régénération des CSH en sécrétant le SCF (Man et al., 2021, Zhou et al., 

2017). En résumé, plusieurs facteurs cellulaires et moléculaires orchestrent la rétention, la 

quiescence des CSH dans la MO ainsi que leur mobilisation. 

      La complexité de la niche hématopoïétique ne se limite pas à l’interrelation entre les cellules 

périvasculaires et les cellules osseuses avec les CSH. Elle implique aussi l’intervention de la 

descendance des CSH (macrophages, neutrophiles, lymphocyte T, mégacaryocytes) dans leur 

régulation au sein de la niche ce qui la rend davantage atypique. 

      Les macrophages supportent la niche endostéale et la rétention des CSH. En effet, une 

mobilisation des CSH par un traitement au G-CSF réduit la formation osseuse, l’expression de 

CXCL12 et diminue le nombre de macrophages alignés avec les ostéoblastes dans l’endosteum. 

Ces macrophages sont identifiés « osteomac ». De plus, l’ablation des macrophages in vivo induit 

la mobilisation des CSH dans la circulation (Winkler et al., 2010). En outre, les macrophages de 

la MO contribuent à la minéralisation de l’os en produisant des facteurs qui supportent la 

croissance et/ou la survie des ostéoblastes (Christopher et al., 2011). Spécifiquement, une sous 

population des macrophages (Gr-1– CD115int, F4/80+ CD169+) est identifiée étant responsable de 

la rétention des CSH dans la MO. Des souris déficientes en CD169 montrent une diminution de 

la sécrétion de CXCL12 par le stroma et une mobilisation des CSH. La déplétion des 

macrophages par une injection de de liposomes contenant du clodronate (un composé qui induit 

l’apoptose des macrophages) diminue l’expression des gènes CXCL12, Angpt1, Kitl et Vcam1 

qui sont fortement exprimés par les cellules Nestine+ incitant la mobilisation des CSH (Chow et 

al., 2011). Il s’avère aussi que les macrophages régulent la quiescence des CSH par un contact 

direct. En effet, il a été montré que les macrophages qui expriment le récepteur DARC 

interagissent directement avec l’antigène CD82 exprimé sur les CSH-LT. L’ablation des 

macrophages F4/80+ DARC+ induit l’ubiquitination et l’endocytose de CD82 menant à la sortie 

des CSH de la phase de quiescence G0 du cycle cellulaire (Hur et al., 2016).  

      Les mégacaryocytes (Mc) qui sont les précurseurs des plaquettes sont en étroit contact avec 

les vaisseaux sinusoïdaux dans la MO qui est riche en plaquettes nouvellement formées. Une 

fraction des CSH sont adjacentes aux Mc. Les Mc régulent la quiescence des CSH par la 

sécrétion du CXCL4 et l’activation de la signalisation TGF-β-Smad (Bruns et al., 2014, Naka and 

Hirao, 2017, Zhao et al., 2014b). Plus encore, la MO est un réservoir pour une sous-population 

de lymphocytes modulateurs CD4+CD25+ (Treg) (Zou et al., 2004). Un sous-type des Treg 

exprimant le marqueur hématopoïétique CD150 est localisé dans la zone endostéale à proximité 

des HSC et contrôle sa quiescence par la sécrétion de l’adénosine qui protège les CSH du stress 
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oxydatif (Hirata et al., 2018, Hirata et al., 2019, Fujisaki et al., 2011). Également, l’importance des 

neutrophiles dans la niche a été mise en évidence dans le rétablissement de la niche après une 

irradiation (Bowers et al., 2018). Les neutrophiles régénèrent le réseau vasculaire sinusoïdale par 

la stimulation de l’angiogenèse et ils promeuvent aussi la sécrétion de l’OPN par les ostéoblastes 

pour la rétention des CSH dans la MO (Kawano et al., 2017, Cossio et al., 2019). Tout bien 

considéré, l’hématopoïèse est autant importante pour l’approvisionnement du système 

hématopoïétique et immunitaire que pour le bon fonctionnement des CSH au sein de la niche 

(figure 1.21). 

 

           

Figure 1.21 La niche hématopoïétique (Zhang et al., 2019a) 

Plusieurs facteurs tels que les cellules, les cytokines, les signaux et le gradient de concentration en 

oxygène régulent l’activité des CSH directement ou indirectement. Les CSH adoptent des 

comportements différents dans les différentes sous-niches. La niche endostéale contribue au maintien 

des CSH-LT, tandis que la niche vasculaire active le cycle cellulaire et initie la prolifération et la 

différenciation des CSH  

 

      La niche hématopoïétique est un complexe de cellules hématopoïétiques et de réseaux 

vasculaires, mais elle est aussi hypoxique. La moyenne en saturation en oxygène est de 87,5 % 

± 1,1 % (Harrison et al., 2002). Cet aspect physiologique est important et déterminant pour 

l’activité des CSH (Zhang and Sadek, 2014). La pression en oxygène varie d’environ de 9.9 

mmHg à 17.7 mmHg selon les régions dans la niche chez l’animal (Spencer et al., 2014). Elle 
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augmente en se rapprochant de la zone centrale. Les cellules qui sont proches de l’endosteum 

sont dans un environnement presque anoxique ce qui prévient leur différenciation et leur capacité 

d’ autorenouvellement (Chow et al., 2001). Les CSH sont localisées dans les régions les plus 

pauvres en oxygène et les plus différenciées sont dans les régions les plus riches en oxygène 

(Parmar et al., 2007, Eliasson and Jonsson, 2010). Considérant l’aspect hypoxique de la niche, 

HIF-1α est fortement exprimé sur les CSH-LT. Les CSH-LT déficients en HIF-1α perdent leur 

capacité de reconstitution à long terme et leur résistance au stress physiologique comme le 

vieillissement ou le stress toxique (Takubo et al., 2010). De plus, HIF-1α induit l’augmentation de 

CSH à la phase G0 du cycle (Takubo et al., 2010, Simsek et al., 2010, Zhang and Sadek, 2014). 

Cependant, une stabilisation excessive de HIF-1α induit l’épuisement des CSH en augmentant 

les inhibiteurs des cyclines kinases du cycle cellulaire p27 et p57 (Eliasson et al., 2010, Suda et 

al., 2011, Eliasson and Jonsson, 2010). 

      En somme, la régulation de l’activité des CSH est fortement dépendante du contexte 

environnemental. La disponibilité de l’oxygène est un facteur déterminant pour le devenir des 

cellules hématopoïétiques à l’intérieur de la niche et s’en suit par conséquent des modifications 

cellulaires et moléculaires qui veillent au maintien et à la survie des CSH. 

1.8 L’effet des ROS sur l’activité des cellules souches hématopoïétiques 

      La rétention des CSH près de l’endostéum dépourvu d’oxygène est en faveur du maintien de 

leur quiescence et de la préservation de leur survie (Parmar et al., 2007, Ceradini et al., 2004). 

En effet, dans la région endostéale, elles sont protégées des effets toxiques engendrés par les 

ROS (H2O2 et O2
-), formés par la présence d’O2 (Urao and Ushio-Fukai, 2013). Par ailleurs, la 

niche vasculaire est relativement plus oxygénée en considérant la vascularisation importante de 

la zone ce qui soutient la différenciation et la mobilisation des cellules hématopoïétiques (Kopp 

et al., 2005, Zhang et al., 2019a). La délétion de HIF-1α dans la niche hypoxique augmente la 

production de ROSmt, et cause de la perte de quiescence des CSH ainsi que la diminution de 

leur nombre (Takubo et al., 2010). Pour cette raison, les ROS sont considérés des agents 

activateurs de CSH (Jang and Sharkis, 2007, Samimi et al., 2018, Suda et al., 2011). De plus, 

l’intensité du ROS intracellulaire a permis d’établir le lien entre l’état d’activation des CSH et la 

production de ROS. Les CSH qui expriment une faible production de ROS (CSH ROSlow) ont une 

capacité d’autorenouvellement plus intense que ceux qui expriment une forte production de ROS 

(ROShigh). Par contre, la population ROShigh a une capacité de différenciation plus importante 

engendrant un épuisement significatif des CSH à long terme. Cette perte de fonctionnalité des 
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CSH ROShigh est rétablie par l’inhibition de mTORC1 ou par l’inhibition de la MAPK, p38 indiquant 

l’implication de ces deux voies (Jang and Sharkis, 2007). En effet, l’activation de p38 par les ROS 

augmente l’expression de p16, un l’inhibiteur des cyclines kinases 4/6 (CDK4/6). Cette activation 

inhibe la progression dans la phase G1/S du cycle cellulaire, ce qui induit la sénescence des CSH 

(Shao et al., 2011). Par conséquent, une faible dose de ROS active l’autorenouvellement des 

CSH, tandis qu’à forte dose les ROS engendrent l’épuisement des CSH. Plus encore, l’excès de 

ROS cause des dommages à ADN détectés par la protéine kinase nucléaire ATM. Pour remédier 

à ce dysfonctionnement, l’ATM phosphoryle la protéine BID aux sérines 61 et 78, la protéine p53 

à la sérine 18 qui induit l’expression de p21. La présence de p21 inhibe la progression du cycle 

cellulaire à la phase (G1/S) (Kitagawa and Kastan, 2005, Li et al., 2010) ce qui par conséquent 

induit l’arrêt du cycle cellulaire et active l’apoptose (Kamer et al., 2005, Gross et al., 2016, Xu et 

al., 1998). L’inhibition de la phosphorylation de BID (Ser61 et Ser78) (BIDA/A) dans des souris 

soumises à une irradiation diminue la régénération de leur MO de moitié et diminue la survie des 

souris. De surcroît, le nombre de cellules LSK BIDA/A est diminué. De plus, les CSH-LT BIDA/A 

prolifèrent excessivement ce qui mène à leur épuisement engendrant une diminution des lignées 

myéloïdes et lymphoïdes. Cette perte de quiescence dans les CSH BIDA/A s’accompagne d’un 

fort taux des ROS et d’une diminution des inhibiteurs des cyclines kinases du cycle cellulaire 

(p16lnk4 et p19ARF). En d’autres termes, la présence des ROS est la première cause de la perte de 

quiescence des CSH (Capparelli et al., 2012, Gao et al., 2020). Et l’inhibition de la 

phosphorylation de BID promeut la progression des CSH dans le cycle cellulaire par 

l’augmentation des gènes impliqués dans la progression de la phase G1/S (cycline D1, cycline E1 

and CDK4). L’irradiation de souris induit l’augmentation de BIDA/A et des ROS dans les 

mitochondries des CSH. Dans les mitochondries, la protéine BID est recrutée par le 

récepteur MTCH2 (Zaltsman et al., 2010, Gross et al., 2016). Donc, suite à un stress 

physiologique BID transloque dans le noyau par MTCH2 et induit la production des ROSmt ce 

qui altère par conséquent la quiescence des CSH (Gross et al., 2016, Maryanovich et al., 2012). 

De plus, ce phénotype est aussi observé dans des CSH déficientes en ATM (Ito et al., 2004). En 

résumé, la régulation du taux des ROS mitochondriaux et la quiescence des CSH sont contrôlées 

par ATM-BID-MTCH2.  

      Les ROS induisent la différenciation des CSH en diminuant la disponibilité des ligands Notch 

en fonction du mécanisme de l’autophagie (Cao et al., 2016). L’autophagie est un processus 

catabolique qui élimine les composés cytotoxiques (toxines, protéines mal repliées, organelles 

endommagées, microbes, etc.) (Klionsky, 2007). Certes, l’autophagie est considérée dans la 

plupart des cas comme un mécanisme de survie qui n’est pas nécessairement un bon présage 
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(Yue et al., 2003, Maiuri et al., 2007). Néanmoins, l’autophagie a un rôle essentiel dans le 

maintien des CSH. En effet, sa délétion hématopoïétique réprime la fonction de reconstitution des 

CSH à court et long termes. De plus, elle induit une accumulation de mitochondries, une 

augmentation des ROS intracellulaires qui causent des dommages à l’ADN menant à la perte des 

CSH (Jung et al., 2019) et une diminution de la différenciation myéloïde et lymphoïde (Mortensen 

et al., 2011a). Par conséquent, l’absence d’autophagie altère la fonction des CSH. En outre, 

l’activité autophagique est primordiale au maintien de la quiescence des CSH en éliminant l’excès 

des mitochondries et par conséquent elle diminue les ROS. Ce qui explique que les CSH ont un 

nombre réduit de mitochondries et une production limitée des ROS (Gan et al., 2010, Gurumurthy 

et al., 2010, Nakada et al., 2010). Ainsi, l’autophagie veille au bon maintien de l’homéostasie 

mitochondriale dans les CSH.  

      En conclusion, le métabolisme mitochondrial des CSH est un acteur central et indispensable 

à leur bon fonctionnement. L’agencement de tous les facteurs environnementaux fait qu’il soit 

contrôlé de façon concise selon les besoins du système. Cependant, il doit être manipulé par 

précaution en raison de sa sensibilité aux variations de concentrations des ROS (figure 1.22). 

                

 

Figure 1.22 L’influence des ROS sur l’activité des cellules souches hématopoïétiques 

En absence d’oxygène, la production des ROS est limitée et l’activité mitochondriale est minimale ce 

qui maintient les CSH en quiescence. En présence d’oxygène, la production de ROS modérée entraine 
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la prolifération et la différenciation des CSH. Cependant, la production excessive des ROS engendre 

l’épuisement des CSH. ETC : chaine de transport d’électrons mitochondriale. CSH : cellules souches 

hématopoïétiques. 

1.9 Les cellules souches hématopoïétiques et l’inflammation 

      L’homéostasie hématopoïétique est maintenue grâce aux différentes composantes de la 

niche. Cependant, des conditions pathologiques ou de stress physiologiques peuvent perturber 

cette harmonie. En effet, l’inflammation générée module les fonctions biologiques des CSH. Les 

CSH peuvent reconnaitre directement les pathogènes par l’expression des récepteurs TLR2/4 à 

leur surface (Hoshino et al., 1999, Takeuchi et al., 1999). Une stimulation des CSH et des 

progéniteurs hématopoïétiques avec les agonistes de TLR2 (Pam3CSK4) et TLR4 (LPS) diminue 

leur nombre mais augmente leur différenciation en prônant un biais myéloïde (Nagai et al., 2006). 

Toutefois, une stimulation excessive du TLR4 altère l’autorenouvellement et la différenciation des 

CSH. De la même façon, dans des modèles de sepsis, une neutropénie est observée ainsi qu’une 

inhibition de la différenciation myéloïde (Rodriguez et al., 2009). Par contre, l’inflammation 

chronique induite par stimulation au LPS à faible dose, maintient le biais myéloïde et induit en 

plus une diminution de la capacité d’autorenouvellement des CSH à long terme décrivant leur 

épuisement (Esplin et al., 2011). Par conséquent, l’altération principale de la fonction des CSH 

lors de l’inflammation est la perte de quiescence. Ce dysfonctionnement est le résultat d’une 

perturbation de la niche hématopoïétique. Par exemple, les ligands TLR suppriment la maturation 

des ostéoclastes de l’endosteum menant ainsi à la différenciation et à la mobilisation des 

progéniteurs hématopoïétiques (Nobuaki Sato, 2004, Hayashi et al., 2003). En outre, une 

stimulation à court terme avec les cytokines inflammatoires telles que IFN-γ, IFN-α/ß, IL-1, TNFα, 

ou IL-6 induit la perte fonctionnelle des CSH dans la niche (Chen et al., 2010, Baldridge et al., 

2011). Particulièrement, IL-6 induit la myélopoïèse et inhibe la lymphopoïèse en réponse à une 

infection ou à une inflammation chronique (Ishihara and Hirano, 2002, Mirantes et al., 2014). Par 

contre, les cytokines IFN ont un rôle controversé dans la régulation des fonctions des CSH. 

Consistants avec leur rôle antiviral, les IFN de type I ont aussi un rôle anti-prolifératif sur les 

cellules hématopoïétiques immatures in vitro (Verma et al., 2002). D’un autre côté, les CSH de 

souris traitées avec IFN-α sont plus prolifératives et moins résistantes aux agents 

chiomiothérapeutiques. Par contre, une stimulation chronique par l’IFN-α bloque l’ 

autorenouvellement et la différenciation des CSH induisant leur épuisement (Essers et al., 2009). 

De plus, une stimulation chronique de la MO par l’IFN de type I induit un phénotype aplasique. 

La compréhension de ces effets infligés aux CSH a été élucidée par le suivi du cycle cellulaire 
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des CSH lors d’une stimulation chronique par le poly IC qui mime une infection virale. Cette étude 

confirme la prolifération des CSH suite à la stimulation aiguë (jour 3). Cependant, les CSH 

deviennent quiescentes et rentrent en G0 lors d’une stimulation chronique (jour 7). Plus encore, 

la stimulation chronique génère des CSH préapoptotiques qui ne réacquisitionnent pas leurs 

fonctions. Par conséquent, leur prolifération n’était que transitoire (Pietras et al., 2014). En 

somme, l’activité des CSH à la suite d’une stimulation par l’IFN est différente in vitro et in vivo ce 

qui suggère la nécessité de l’environnement. 

      Dans les situations pathologiques, l’hématopoïèse extramédullaire (HET) vient en renfort pour 

aider à l’élimination des pathogènes. Les principaux sites de l’HET sont la rate et le foie. La 

stimulation des TLR induit une rapide augmentation des cellules myéloïdes dans la MO et la rate 

(Nagai et al., 2006). Les infections sont les principales causes de l’activation de la HET. En effet, 

une infection par le parasite Leishmania major augmente le nombre de précurseurs myéloïdes 

dans la rate (Abidin et al., 2017), un phénotype similaire est aussi observé lors de l’infection par 

le parasite Plasmodium berghei (malaria) (Mungyer et al., 1983, Belyaev et al., 2013). 

L’augmentation de la myélopoïèse dans les sites extramédullaires a pour but de répondre aux 

besoins myéloïdes nécessaire à l’élimination du pathogène. Néanmoins, l’environnement 

inflammatoire génère une accumulation de cellules myéloïdes immatures appelées MDSC 

(Myeloid Derived Suppressor Cells) qui ont une fonction inhibitrice de la réponse immunitaire. Les 

MDSC suppriment l’activation des lymphocytes T, maintiennent la progression de la tumeur en 

agissant comme des M2-like et suppriment le pouvoir cytotoxique des cellules NK (Liu et al., 

2007). 

      Pour conclure, les CSH répondent à l’inflammation en approvisionnant le système en cellules 

myéloïdes afin de défendre l’organisme face aux pathogènes. En revanche, lors d’une 

inflammation chronique, l’activité des CSH est altérée ce qui stimule l’assistance des sites 

d’hématopoïèse extramédullaires (figure 1.23). 

 



60 
 

 

Figure 1.23 L’activité des cellules souches hématopoïétiques dans un environnement inflammatoire 

À l’état basal, les CSH sont quiescentes. Lors d’une inflammation aiguë, la prolifération des CSH est transitoire. 

Lors de l’inflammation chronique, les CSH deviennent préapoptotiques. L’hématopoïèse extramédullaire 

compense le déficit en cellules myéloïdes et génère de nouvelles cellules suppréssives (MDSC) des réponses 

immunitaires. HET : hématopoïèse extramédullaire, CSH : cellules souches hématopoïétiques, MO : moelle 

osseuse 

1.10 La famille des protéines Wnt 

      Les protéines Wnt ont été découvertes pour la première fois dans les mammifères, lors de 

l’étude du développement du cancer du sein dans les souris (Nusse and Varmus, 1982). Les 

recherches ont montré que certaines espèces murines sont capables de transmettre le cancer du 

sein à leur portée par le lait maternel (Bittner, 1936, Nusse and Varmus, 2012). De façon 

surprenante, le facteur de transmission de la tumeur, purifié du lait s’avère être un rétrovirus 

morphologiquement atypique, appelé MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus) (Lyons and 

Moore, 1962, Js et al., 2017). Le MMTV intègre son ADN au génome de la cellule hôte menant à 

l’activation des pro-oncogènes. L’analyse de la séquence du provirus et de la séquence adjacente 

de la cellule hôte isolées provenant de différentes tumeurs a permis d’identifier un site d’insertion 

commun (int1). D’ailleurs, l’infection virale induit aussi une mutation « Wingless » dans les 

drosophiles et une séquence reliée à int1 est aussi présente. Cette mutation transforme l’intégrité 

tissulaire des ailes (Sharma and Chopra, 1976). Au fur et à mesure que les recherches avancent 

d’autres sites d’insertion proviraux sont identifiés (int2, int3, int4) qui ne sont pas tous 

nécessairement reliés à int1 (Roelink et al., 1990, Dickson et al., 1984, Gallahan and Callahan, 

1997). D’un autre côté, l’analyse par PCR a révélé d’autres gènes reliés à int1. Afin d’éviter la 

confusion, la nomenclature de int1 et ses gènes reliés a été modifiée en Wnt issu de la 
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recombinaison de wingless et int (Nusse and Varmus, 2012). À ce jour, 19 ligands Wnt et 

10 récepteurs Frizzeld (Fzd) ont été identifiés chez la souris et l’humain (Wang et al., 2012). 

      Les protéines Wnt jouent plusieurs rôles biologiques, elles sont en effet impliquées dans le 

développement embryonnaire, dans la différenciation cellulaire, dans la survie cellulaire et dans 

le développement des tumeurs (Zimmerman et al., 2013, Mills et al., 2017, Wang et al., 2014a, 

Jung and Park, 2020). 

1.11 La sécrétion et le transport des protéines Wnt 

      Les Wnt protéines renferment 22-24 résidus cystéines conservés nécessaires à leur activité 

(Nusse, 2003). La majorité des Wnt ont une structure similaire, soit ≈ 350 acides aminés et ≈ 

40 kDa (Baarsma et al., 2013). Ces protéines sont hydrophobes et sont attachées à la surface de 

la membrane ou à la matrice extracellulaire. En effet, elles sont sujettes à des modifications post-

traductionelles qui modulent leur sécrétion et leur fonction. Les ligands Wnt sont glycosylés par 

le complexe oligosaccharyl transférase et palmitoylés au premier résidu cystéine par l’enzyme 

acyltransférase, la porcupine dans le réticulum endoplasmique (Mikels and Nusse, 2006b, Ke et 

al., 2013). Bien que le rôle exact de la glycolysation ne soit pas encore complètement élucidé, le 

rôle de la palmitoylation (liaison covalente entre le palimitate et la cystéine) quant à lui est plus 

clair (Coudreuse and Korswagen, 2007, Komekado et al., 2007). En effet, l’ajout de palmitoyl 

intensifie l’interaction entre la protéine Wnt et son récepteur Fzd, renforce l’ancrage de Wnt à la 

membrane du réticulum endoplasmique et promeut l’attachement du glycosyl au Wnt. 

L’hydrophobicité des Wnt crée un gradient de concentration qui leur confère un pouvoir 

morphogène et intensifie leur affinité à la membrane plasmique (Ke et al., 2013). Leur transport 

à la surface membranaire et la sécrétion des Wnt se fait par un complexe de protéines 

transmembranaires Wls/Evi présents dans le Golgi et à la membrane plasmique (Mikels and 

Nusse, 2006b, Ching and Nusse, 2006). Deux façons possibles ont été identifiées par lesquelles 

les Wnt sont transportées dans le milieu extracellulaire. Les Wnt peuvent soit s’associer aux 

lipoprotéines à la surface externe de la cellule (Panakova et al., 2005) ou être transportées dans 

des exosomes dans le milieu extérieur (Gross et al., 2012). De plus, la trancytose est aussi un 

processus qui semble être impliqué dans le transport des Wnt de l’extérieur vers l’intérieur de la 

cellule pour son recyclage au Golgi (Verges et al., 2004). L’association des Wnt avec des 

protéoglycans en particulier Dally et Dly qui sont attachés aux particules de lipoprotéines semble 

aussi faciliter leur transport. De plus, ces protéoglycans sont à la surface de la membrane 
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plasmique, ils augmentent ainsi la concentration locale en ligands et leur proximité aux 

récepteurs, ce qui augmente la signalisation des Wnt (Nusse, 2003, Mikels and Nusse, 2006b). 

      En résumé, les ligands Wnt sont glycosylés et palmitoylés dans le réticulum endoplasmique 

avant leur transport dans le Golgi. Par la suite, ils sont transportés du Golgi à la surface 

membranaire par le complexe Wls/Evi. Finalement, ils sont relâchés dans le milieu extracellulaire 

grâce à leur association aux lipoprotéines ou dans des exosomes (figure 1.24). 

 

     

Figure 1.24 La voie de sécrétion et de transport des ligands Wnt 

Après leur synthèse, les ligands Wnt sont d’abord glycosylés et ensuite palmitoylés par la porcupine 

dans le réticulum endoplasmique. Subséquemment, ils sont transportés dans des vésicules aux Golgi. 

Par la suite, ils quittent le Golgi pour se rendre à la membrane plasmique par l’intermédiaire du 

complexe protéique Wls/Evi. Ils sont sécrétés par exocytose dans le milieu extracellulaire ou en 

s’attachant à des lipoprotéines qui facilitent leur transfert vers l’extérieur ainsi que leur mobilité. 
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1.12 Les voies de signalisation des ligands Wnt 

      Les ligands Wnt se lient aux récepteurs Fzd et activent plusieurs voies de signalisation. En 

effet, la nature du ligand et du type des co-récepteurs disponibles déterminera la signalisation à 

activer. La voie de signalisation des Wnt se divise en deux voies majeures, la voie canonique 

(dépendante de la β-caténine) et la voie non canonique (indépendante de la β-caténine). De plus, 

la voie non canonique comprend deux sous-types, la voie PCP « planar cell polarity » et la voie 

calcique (Baarsma et al., 2013). 

1.12.1 La voie canonique (β-caténine dépendante) 

      En absence d’une stimulation Wnt, la β-caténine est dégradée par un complexe de destruction 

formé par les protéines Axine, APC, CK-1α et GSK-3β. Le complexe GSK-3β retient la β-caténine 

et procède à son ubiquitination ce qui permet sa destruction dans le protéasome (Komiya and 

Habas, 2008, Kolligs et al., 2002). L’Axine rapproche les composantes du complexe les unes des 

autres. CK-1α et GSK-3β sont deux kinases associées au complexe et sont responsables de la 

phosphorylation hiérarchique de la β-caténine (Stamos and Weis, 2013). En effet, la β-caténine 

associée avec l’Axine/APC oriente son extrémité N-terminal vers CK-1α pour sa phosphorylation 

à la sérine 45. Ensuite, GSK-3β phosphoryle la β-caténine phosphorylée (Ser45) à la 

Thréonine 41, Serine 37 et Serine 33. La phosphorylation à la sérine 37 et 33 crée un site de 

liaison pour l’ubiquitination E3 ligase, β-Trcp (Kimelman and Xu, 2006). GSK-3β et CKI 

phosphorylent aussi APC/Axin pour renforcer la rétention de la β-caténine au complexe (Huang 

and He, 2008). L’APC retient la β-caténine au complexe et favorise la relâche de la β-caténine 

phosphorylée (Parker and Neufeld, 2020). Finalement, la β-caténine phosphorylée (Ser45, Thr41, 

Ser37, Ser33) quitte le complexe par ubiquitination et elle est ensuite dégradée (YunYun Su and 

Emanuel M. Schreiber, 2008, Baarsma et al., 2013) (figure 1.25) 

      En présence du ligand Wnt, la β-caténine est stablisée. Wnt lie le récepteur Fzd à la partie 

DRC (domaine riche en cystéines) et le co-récepteur Lrp5/6 à la partie N-terminale. Ces 

interactions induisent la stabilisation du complexe Wnt-Fzd-Lrp5/6 (Tamai et al., 2000, Agostino 

et al., 2017). Par la suite, ce complexe active la phosphoprotéine Dishevelled (Dvl) dans le 

cytosol. Ensuite, la protéine Dvl phosphoryle Lrp5/6 qui induit la dissociation de l’Axine du 

complexe de destruction et lie Lrp5/6 à la partie cytoplasique. Le complexe GSK-3β est ainsi 

déstabilisé (Wallingford and Habas, 2005, MacDonald et al., 2009, Komiya and Habas, 2008). 

Finalement, la β-caténine transloque dans le noyau et active les facteurs de transcriptions 

TCF/LEF (figure 1.25). La fonction de TCF/LEF est normalement inhibée par la liaison du 
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répresseur Groucho qui induit la déacétylation de l’histone 3 (H3) et la compaction de la 

chromatine empêchant ainsi l’expression des gènes (Palaparti et al., 1997, Billin et al., 2000). 

Cette répression inhibe la liaison de la β-caténine au TCF/LEF (Daniels and Weis, 2005). La β–

caténine est transportée dans le noyau par des pores nucléaires et en est exportée par l’APC qui 

a aussi une localisation nucléaire (Henderson and Fagotto, 2002). 

       La voie canonique est bien étudiée et sa signalisation est complexe. Plusieurs facteurs sont 

mis en œuvre aussi bien pour son activation que pour son inhibition. Notamment, quand la 

situation l’exige, la β-caténine peut être stabilisée par deux phosphatases PP1 et PP2A. Ces 

phosphatases sont présentes en abondance et s’opposent à sa dégradation. PP1 déphosphoryle 

l’Axine et mène à sa dissociation du complexe (Luo et al., 2007), tandis que que PP2A 

déphosphoryle la β-caténine ce qui diminue sa dégradation (YunYun Su and Emanuel M. 

Schreiber, 2008). Les agonistes de la voie Wnt/β-caténine se divisent en deux familles, les 

protéines Norrin et les protéines R-spondin (Rspo). Norrin agit à travers l’activation de Fzd-Lrp5/6 

(Xu et al., 2004) et Rspo agit en synergie avec les ligands Wnt afin de renforcer son action 

(Kazanskaya et al., 2004). Quant aux inhibiteurs de la voie de Wnt/β-caténine, ils sont aussi 

classés en deux groupes. La famille Dickkopf (Dkk) et la famille the Wise/SOST. Dkk1 a une forte 

affinité pour Lrp6 et la liaison Dkk1-Lrp6 perturbe la liaison Fzd-Lrp6 ce qui inhibe la signalisation 

(Semenov et al., 2001). Par ailleurs, il a été montré que Dkk2 requiert la présence de son 

récepteur Kremen1/2 pour inhiber la signalisation (Lin et al., 2010). De la même façon que DKK2, 

Dkk1-Kremen1/2 se lient au Lrp5/6 et forment un complexe qui induit son endocytose de la 

membrane plasmique (Mao et al., 2002). Les protéines Wise/SOST inhibent la signalisation Wnt 

en se liant à la partie extracellulaire du Lrp5/6 et empêchent la formation du complexe Fzd-Lrp5/6 

induit par Wnt (Semenov et al., 2005, Itasaki et al., 2003). Cependant lors du développement 

embryonnaire Wise a aussi un rôle controversé du fait qu’il puisse aussi mimer l’effet des Wnt. 

En d’autres termes, le rôle de Wise est contexte dépendant (Itasaki et al., 2003).  

1.12.2 La voie de signalisation PCP « planar cell polarity » 

     De la même façon que la voie Wnt/β-caténine, la PCP est activée par l’intéraction Wnt-Fzd 

mais n’implique pas les co-récepteurs Lrp5/6. En plus de l’interaction avec Wnt-Fzd, la 

signalisation PCP est aussi activée par l’action d’autres protéines/corécepteurs tels que, 

Fmi/Celsr1, Diego, Vangl, Ror2, RyK et Pk (VanderVorst et al., 2018, Goodrich and Strutt, 2011, 

Butler and Wallingford, 2017, Cerpa et al., 2015, Gao et al., 2011). Lors de la signalisation PCP, 

ces protéines sont localisées différemment dans la membranaire plasmique. Fzd, Dsh, et Diego 
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s’accumulent à la partie distale, Vangl et Pk logent à la partie proximale de la membrane 

plasmique et Fmi/Celsr1 se localise à la partie distale et proximale(Gao, 2012). Une inhibition de 

l’une de ces protéines mène à une perte de la signalisation PCP (Goodrich and Strutt, 2011, 

Andre et al., 2012). La voie PCP active les petites GTPase, Rho et Rac par l’activation de la 

phosphoprotéine Dvl qui forme un complexe avec Daam1. Le complexe Dvl-Daam1 active Rho 

par le facteur d’échange de guanine WGEF. Rho GTPase active à son tour la kinase ROCK et la 

myosine, qui tous deux induisent des réarrangements du cytosquelette d’actine. En parallèle, Dvl 

est apte à activer l’autre GTPase Rac. Une fois la protéine Rac est activée, elle stimule l’activité 

de la kinase JNK (Angers and Moon, 2009, Goggolidou, 2014, Jenny et al., 2005) (figure 1.25). 

La voie PCP inhibe la voie Wnt/β-caténine par l’intermédiaire du corecepteur Ror2. En effet, une 

activation de la voie canonique est renversée par la surexpression de Ror2 (Mikels and Nusse, 

2006a). 

1.12.3 La voie Wnt/Ca2+  

      L’activation de la voie calcique par Wnt, mène à une accumulation intracellulaire de calcium. 

L’interaction Wnt-Fzd active la phosphlipase C (PLC) qui augmente la concentration intracellulaire 

de l’inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3) et du 1,2 diacylglycerol (DAG). IP3 et DAG relâchent les 

ions de calcium du réticulum endoplasmique et entrainent par conséquent une accumulation de 

Ca2+ intracellulaire. Le calcium produit active des protéines sensibles au Ca2+ telles que les 

protéines kinase C (PKC), la calcium/calmoduline-dépendent kinase II (CamKII) et la 

calcineurine. La PKC active la GTPase Cdc42. CamKII active la protéine TAK1 et NLK ce qui 

mène au blocage de la voie canonique en réprimant la liaison de la β-caténine/TCF par NLK 

(Komiya and Habas, 2008, De, 2011, Kohn and Moon, 2005, Hutchins et al., 2012) (figure 1.25). 

La calcineurine active le facteur nucléaire NFAT qui stimule l’expression de différents gènes 

impliqués dans l’inflammation, dans le développement des muscles cardiaques et les cellules 

neuronales (Pan et al., 2013, De, 2011) 

       En somme, les signalisations canonique et non canonique sont antagonistes de sorte que 

les ligands Wnt sont en compétition continue pour la disponibilité des récepteurs (Grumolato et 

al., 2010). Néanmoins, il existe des inhibiteurs communs aux voies Wnt tels que la famille des 

SFRP (Secreted Frizzeled – Related Protein). Les SFRP ont un domaine DRC identique à celui 

des Fzd qui leur permet de s’attacher aux Fzd et leur permettre ainsi d’inhiber la liaison Wnt-Fzd, 

de moduler la signalisation en liant Fzd ou de former un complexe SFRP-Fzd inactif. Cependant 

un autre mécanisme d’action à effet opposé n’est pas exclu. Il est admis que SFRP peut favoriser 
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la liaison Wnt-Fzd en se liant à eux et promeut ainsi la signalisation (Bovolenta et al., 2008). En 

outre, Shisa un autre inhibiteur de la voie Wnt est identifié, il interagit physiquement avec la forme 

immature du récepteur Fzd dans le réticulum endoplasmique et supprime sa maturation et son 

export à la surface cellulaire (Yamamoto et al., 2005). 

      Pour conclure, les Wnt prototypes sont Wnt3a pour la voie canonique et Wnt5a, Wnt7a, 

Wnt11, et Wnt4 pour la voie non canonique (Yang et al., 2016, MacDonald et al., 2009). Bien que 

le rôle des voies de signalisation des Wnt soit bien établi, il demeure impossible d’attribuer de 

façon définitive une seule voie d’activation aux ligands Wnt cela dépend du type cellulaire et de 

la disponibilité des récepteurs.  

 

                      

Figure 1.25 Les voies de signalisation des Wnt adapté de (Ruan et al., 2020) 

La voie Wnt/β-caténine. En absence de Wnt, la formation du complexe de destruction, APC — Axine 

— CK1α– (GSK-3β) favorise la phosphorylation et la dégradation de la β-caténine par la voie du 

protéasome. En présence de l'interaction de Wnt-Fzd-LRP5/6, le complexe de destruction est 

désasemblé menant à la stabilisation de la β-caténine et sa  translocation nucléaire, déclenchant 

l'expression de gènes cibles en aval. Les voies Wnt non canoniques interagissent avec Fzd et d’autres 

corécepteurs pour recruter la protéine Dvl. La voie PCP. L’interaction de Wnt avec les récepteurs 

active Dvl qui active les GTPases RhoA et RAC1, ce qui entraîne l’activation de JNK. La voie Wnt-Ca2+ : 

La phospholipase C activée (PLC) entraîne un flux de calcium cytosolique, qui, à son tour, à travers 

plusieurs étapes intermédiaires, favorise le facteur nucléaire de la transcription des cellules T activées 

(NFAT). Cette voie antagonise la voie canonique en inhibant l’interaction β-caténine/TCF↓= Activation ; 

⊥= Inhibition  
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1.13 Les ligands Wnt dans les macrophages et les cellules souches 
hématopoïétiques 

Tableau 1.2 Le rôle des ligands Wnt dans la polarisation des macrophages 

Wnt5a 

Type : non-canonique 

Fonction : autocrine 

 Induit la différenciation de macrophages inflammatoires : 

 Systèmes utilisés : In vitro, Wnt5a recombinant, type cellulaire : THP-1 

 Augmentation des cytokines :IL-8, CXCL1/2, TNFα, IL-1β, IL-1α, IFN-β, 

COX-2, CCL2, ICAM-1 

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt5a recombinant, siWnt5a et inhibition de 

Wnt5a avec SFRP1, type cellulaire : macrophages humains 

 Augmentation des cytokines IL-6, IL-1β, IL-1β, MIP-1β via la signalisation 

Wnt5a/Frzd5/CaMKII 

 Diminution des cytokines inflammatoire dans des macrophages siWnt5a 

stimulés avec LPS/IFN-γ 

 Diminution d’IL-12 à la suite de l’inhibition de Wnt5a ou Fzd5 et à la 

stimulation par LPS ou par M. avium 

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt5a recombinant, type cellulaire : 

macrophages murins dérivés de la moelle osseuse 

 Augmentation de NF-κB à la suite d’une stimulation avec Wnt5ar 

 Augmentation de TNF-α et IL-12 à la suite d’une pré-stimulation avec 

Wnt5a et une infection par M. avium 

 Maintien l’homéostasie immunitaire à l’état basal via Wnt5a-Rac1-NF-κB 

 Augmente la capacité phagocytaire (E.coli) et la réponse antivirale 

 Maintien la survie des macrophages  

 Systèmes utilisés : In vitro et siWnt5a, type cellulaire : macrophages 

murins dérivés de la moelle osseuse, RAW 264.7, macrophages du 

péritoine 

 Diminution de la NF-κB, de l’IFNγ, de l’IFNβ et de CD14 

 Diminution de la l’internalisation de E. coli et la sécrétion d’IL-6, TNF-a 

IFN-β en réponse à E. coli/LPS 

 Diminution de l’IFN-β suite à l’infection virale (vesicular stomatitis virus) 

et augmentation de la réplication du virus. 

 Diminution des gènes de survie cellulaire (Bcl-2, Bcl-xl et Mcl1) et 

augmentation des gènes proapototiques (Bax) 

 Augmentation de la polarisation M2 
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 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt5a recombinant and in vivo, shWnt5a, 

types cellulaires : RAW 264.7, macrophages murins dérivés de la moelle 

osseuse 

 Wnt5a+TGFβ1 : augmentation de l’expression des gènes M2 (Arg-1, 

Fizz1, Ym1, MR). 

 Wnt5a+ TGFβ1 : augmente la signalisation Yap/Taz, son inhibition 

inhibe la polarisation M2 induite par Wnt5a et TGFβ1 

 ShWnt5a in vivo : améliore la fibrose rénale, l’accumulation de 

macrophages et de la polarisation M2 

 Promeut la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le contexte 

d’implantation osseuse 

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt5a recombinant, type cellulaire : 

macrophages murins dérivés de la moelle osseuse. 

 Une stimulation avec Wnt5ar augmente l’expression des gènes pro-

inflammatoires (Il-1β, Il-12, Tnfa, Cxcl-10) 

(Kim et al., 2012, Maiti et al., 2012, Blumenthal et al., 2006, Pereira et al., 

2008, Newman and Hughes, 2012, Schaale et al., 2011, Abaricia et al., 2020, 

Ye Feng, 2018) 

Wnt4 

Type : non-canonique 

Fonction : autocrine 

 Favorise la réparation épithéliale suite à une blessure des cellules 

pulmonaire et son expression est contrôlée par la cytokine TFF2 (Hung et al., 

2019b) 

 Systèmes utilisés : in vitro : co-culture dans un système trans-well de 

macrophages murins dérivés de la moelle osseuse avec des cellules 

épithéliales pulmonaires ayant subi une lésion. In vivo : des souris 

déficientes en TFF2 (TFF2-/-) infectées par le parasite Nippostrongylus 

brasiliensis   

 Augmentation de Wnt4 dans les macrophages induisant la réparation 

tissulaire dans le système trans-well  

 Diminution de l’expression de Wnt4 dans les macrophages déficients en 

TFF2 

 Wnt4r induit la réparation tissulaire dans les souris (TFF2-/-) (Hung et al., 

2019b) 

Wnt3a 

Type : non-canonique 

Fonction : autocrine 

 Promeut la fonction anti-inflammatoire des macrophages  

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt3a recombinant, types cellulaires : lignée 

cellulaire (RAW 264.7) et macrophages murins dérivés de la moelle 

osseuse. 
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  Stimulation Wnt3a+IL-4 ou TGF-β1 : induction des gènes Arg-1, MR, 

Chitinase 3-like/ym1, Fizz-1 via la phosphorylation de STAT3 (Y705) 

 Stimulation Wnt3r +IL-4 : induction de PGE2A qui active STAT3 de 

façon autocrine et paracrine. Cette activation collabore avec IL-

4/STAT6 pour induire l’expression de l’Arg-1. 

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt3a recombinant, milieu conditionné pour 

Wnt3a (L929), type cellulaire : macrophages murins dérivés de la moelle 

osseuse. 

 Macrophage infectés par M. tuberculosis, stimulés par IFN-γ et 

incubés avec Wnt3a : diminue l’expression de TNF-α 

 Stimulation avec Wnt3a induit l’expression de l’Arg-1 

 Promeut l’inflammation dans la microglie  

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt3a recombinant, type cellulaire : N13, 

cellules primaires murines de la microglie 

 Une stimulation avec Wnt3ar induit l’expressions des cytokines 

inflammatoires (IL-6, IL-12 or TNFα) et des chimiokines (CXCL11, CCL7, 

CXCL2, 10, CCL2, CCL4, CCL5) et de iNOS 

 Promeut la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le contexte 

d’implantation osseuse 

 Systèmes utilisés : in vitro, Wnt3a recombinant, type cellulaire : 

macrophages murins dérivés de la moelle osseuse. 

 Une stimulation avec Wnt3ar augmente l’expression des gènes pro-

inflammatoires (Il-1β, Il-12, Tnfa, Cxcl-10) 

(Ye Feng and Weichun He, 2018, Neumann et al., 2010, Schaale et al., 2011, 

Feng et al., 2018, Halleskog et al., 2011, Weinstock et al., 2021, Abaricia et 

al., 2020) 

Wnt7a 

Type : canonique 

Fonction : autocrine 

 Diminue la fonction phagocytaire et altère le profil des cytokines générées 

par les macrophages (Wallace et al., 2018) 

 Systèmes utilisés : In vitro : Wnt7a recombinant, type cellulaire : 

macrophages humains 

 Wnt7ar + M0 ou M1 (LPS) ou M2a (IL-4) : diminue CD14 et CD11b 

 Wnt7ar+M1 : diminue CD163 

 Wnt7ar+M0 ou M1 : diminue CD206 

 Wnt7ar+M0 : diminue IL-10 et augmente IL-6 

 Wnt7ar+M1 : diminue IL-12 et augmente IL-6 

 Wnt7ar+M2a : diminue IL-10 et augmente IL-6 (Wallace et al., 2018) 
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Tableau 1.3 Les fonctions des ligands Wnt dans les cellules souches hématopoïétiques 

 

 

 

Wnt3a 

Type : canonique 

 Augmente la lignée hématopoïétique 

 Augmente la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques 

 Maintien la quiescence, l’autorenouvellement et la différenciation des 

CSH et prévient leur épuisement 

Note : Une suractivation de la voie Wnt/β-caténine ou une déficience engendrent 

une altération de l’autorenouvellement et de la différenciation des CSH. 

(Naito et al., 2006, Kitajima et al., 2016, Richter et al., 2017, Fleming et al., 2008, 

Luis et al., 2009) 

Wnt2 

Type  : canonique 

 Réprime la différenciation hématopoïétique (Wang et al., 2007) 

Wnt10b 

Type  : canonique 

 Contribue à la régénération des CSH après un traitement 

chimiothérapeutique (Congdon et al., 2008) 

Wnt5a 

Type : non-canonique 

 Maintien la quiescence des CSH 

 Régule la migration et la reconstitution à court et à long termes des CSH 

(Povinelli and Nemeth, 2014, Schreck et al., 2017, Nemeth et al., 2007, 

Sugimura et al., 2012) 

Wnt16 

Type  : non-canonique 

 Nécessaire à l’établissement de l’hématopoïèse définitive chez les 

poissons zèbres (Clements et al., 2011) 

Note : Son rôle dans l’hématopoïèse reste à confirmer dans les mammifères 

Wnt4 

Type  : non-canonique 

 Augmente l’expansion des progéniteurs hématopoïétiques 

 Favorise la reconstitution des lignées hématopoïétiques chez des 

souris immunodéficientes 

(Louis et al., 2008, Heinonen et al., 2011b) 
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1.14 Les voies de signalisation de Wnt4/Fzd6 

     La voie de signalisation activée par le ligand Wnt4 n’est pas restreinte à la voie canonique ou 

non canonique uniquement, mais varie selon le contexte. La co-culture de cellules rénales 

canines (MDKC) avec des fibroblastes (NIH-3T3) surexprimant Wnt4 augmente l’activité 

transcriptionnelle de la β-catenine (Lyons et al., 2004). L’induction de l’activité de la β-caténine 

indique que la voie canonique est activée par la stimulation exogène de Wnt4. Par ailleurs, Wnt4 

est décrit comme un ligand non canonique dans les gonades, le thymus et les progéniteurs 

hématopoïétiques (Jordan et al., 2003, Heinonen et al., 2011b, Louis et al., 2008) et inhibe la voie 

canonique en relocalisant la β-caténine à la membrane plasmique dans des HEK-293T (Bernard 

et al., 2008). Le ligand Wnt4 est précisément associé à la voie non canonique Wnt/PCP dans les 

progéniteurs hématopoïétiques (LSK) (Heinonen et al., 2011b). La stimulation d’une lignée 

cellulaire de progéniteurs hématopoïétiques (EML) par Wnt4 recombinant augmente la 

phosphorylation de JNK1/2 et la forme active de Rac1. Ces observations ont été confirmées dans 

une co-culture de foie fœtal avec des fibroblastes (NIH-3T3) surexprimant Wnt4 (Heinonen et al., 

2011b). Dans les thymomes, l’expression de Wnt4 est significativement augmentée et corrèle 

avec l’augmentation de l’expression de JNK. De plus, une délétion de Wnt4 inhibe l’ARNm et 

l’expression protéique de JNK (Chen et al., 2018b). Ces études mettent en relief le caractère non 

canonique du ligand Wnt4 et son implication dans la voie Wnt/PCP dans le thymus et dans les 

CSH. 

      Le récepteur de Wnt4 n’est pas encore profondément investigué, cependant dans les cellules 

rénales et les cellules hématopoïétiques, Fzd6 a été identifié comme récepteur du ligand Wnt4. 

En effet, dans les cellules MDKC stimulées avec Wnt4, le récepteur Fzd6 est le seul détecté ce 

qui l’identifie comme récepteur physiologique potentiel de Wnt4 (Lyons et al., 2004). En effet, la 

surexpression de Fzd6 dans les cellules NIH-3T3 montre une interaction physique entre Fzd6 et 

Wnt4 par co-immunoprécipitation (Lyons et al., 2004). Cependant, la surexpression de Fzd6 dans 

les cellules MDKC n’induit pas d’activation supplémentaire de la voie canonique activée par Wnt4. 

Ces observations suggèrent que Fzd6 n’est pas un activateur exclusif la voie canonique. Cet effet 

a été aussi montré dans des embryons de larves (Xenopus. laevis). Une co-injection de Wnt4 et 

de Fzd6 dans ces embryons n’induit pas de duplication de l’axe dorsale (Lyons et al., 2004). Étant 

donné qu’à ce stade de l’embryogenèse Wnt4 n’est pas exprimé (McGrew et al., 1992), ceci 

suggère qu’en dépit du fait que Wnt4 et son récepteur sont disponibles, l’activation de la voie 

canonique responsable du développement de l’axe dorsale n’est pas induite (Schohl and Fagotto, 

2003) n’est pas induite. En somme, Fzd6 ne parvient pas à activer la voie canonique ceci indique 
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l’intervention d’autres facteurs ou de voies de signalisation qui collaborent en synergie. D’ailleurs, 

dans d’autres types cellulaires (293T, SW480 et HCT116), la surexpression de Fzd6 est associé 

à la voie non canonique Wnt/Ca2+ et inhibe la voie canonique activée par Wnt3a (Golan et al., 

2004). En activant la voie calcique, Fzd6 active TAK1/NLK qui phosphorylent TCF et empêche 

donc la liaison de la β-catenine au TCF et réduit aussi la liaison TCF/LEF au site de la liaison sur 

l‘ADN. Ces effets sont abolis lorsque les protéines CamKII ou TAK1 sont inhibées (Golan et al., 

2004). Dans ces modèles, Fzd6 est un antagoniste à la voie canonique Wnt/β-caténine en 

activant la voie non canonique Wnt/Ca2+.De plus, la délétion du récepteur Fzd6 dans le foie fœtal 

réduit l’expansion des LSK observée par une stimulation au Wnt4 exogène ce qui indique que 

l’effet de Wnt4 est transmis en partie par Fzd6 (Heinonen et al., 2011b). Ces travaux sont l’unique 

étude à ce jour qui a mis en évidence une interaction entre Wnt4 et le récepteur Fzd6 dans les 

progéniteurs hématopoïétiques. 

     Le ligand Wnt4 n’a pas encore été investigué dans les macrophages et son récepteur demeure 

encore inconnu. Cependant, selon la base de données Immunological Genome Project, Fzd6 est 

exprimé dans les macrophages et dans les précurseurs myéloïdes (ImmGen). D’autres 

récepteurs Fzd notamment Fzd5 et Fzd1 sont exprimés dans les macrophages et ont décrit un 

rôle actif dans l’induction de l’inflammation (Blumenthal et al., 2006, Neumann et al., 2010). En 

effet, l’ARNm de Fzd1 augmente dans les macrophages infectés par des mycobatéries (M. 

tuberculosis et M. aviummais) ou par une stimulation au LPS (Neumann et al., 2010). Cette 

augmentation corrèle avec l’activation inflammatoire des macrophages. L’ARNm de Fzd5 

augmente aussi dans les macrophages infectés par la mycobactérie M.tuberculosis ou stimulés 

avec LPS. L’inhibition de Fzd5 abolie la sécrétion IL-12 et d’IFN-γ. Donc Fzd5 est un acteur clé 

dans l’induction de la réponse inflammatoire dans les macrophages (Blumenthal et al., 2006). En 

somme, le manque de données et le rôle polyvalent des ligands Wnt et des récepteurs Fzd 

rendent l’élucidation du mécanisme d’action du ligand Wnt4 dans les macrophages complexe. 

1.15 Rôles physiologiques de Wnt4  

      Le rôle de physiologique de Wnt4 varie aussi selon le contexte et le type cellulaire. Par 

exemple la présence de Wnt4 lors du développement embryonnaire est non seulement 

essentielle à la néphrogenèse et à la formation des tubules rénaux (Vainio and Uusitalo, 2000, 

Kispert et al., 1998) mais aussi à l’orientation antérieur-postérieur de l’axone commissuraux 

(Lyuksyutova et al., 2003). De plus, Wnt4 est requis autant dans le processus de développement 

des reins que dans le processus de réparation des tissus rénaux à la suite d’une blessure 
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(Surendran et al., 2002). En outre, Wnt4 a été étudiée dans l’ostéoporose, une inflammation 

chronique qui induit la perte osseuse (Li et al., 2019, Bo Yu, 2014). Dans ce contexte, Wnt4 

contrecarre l’inflammation et favorise l’ostéogenèse. En effet, dans des cellules pré-

osteblastiques (MC3T3-E1), Wnt4 en combinaison avec la mélatonine induit l’expression de 

marqueurs osteogéniques (Runx2, Osx, ALP et OCN) ainsi que l’augmentation de précurseurs 

ostéogéniques. Une délétion de Wnt4 dans les MC3T3-E1 diminue l’expression des gènes 

Runx2, Osx, Alp et Ocn et inhibe la phosphorylation de p65 induite à la suite d’une stimulation 

par TNFα (Li et al., 2019). Le rôle anti-inflammatoire de Wnt4 dans l’ostéoporose a été aussi 

montré dans un modèle des souris transgéniques exprimant TNFα et Wnt4 (tgTNFα/Wnt4) (Bo 

Yu, 2014). Les souris tgTNF/Wnt4 montrent une réduction du gonflement au niveau des pattes et 

des articulations comparativement aux souris tgTNFα. De plus, dans les souris tgTNF/Wnt4 

l’activité des ostéoclastes est diminuée et une augmentation de la concentration sérique de 

l’osteocalcine (un marqueur de la formation osseuse) est observée. En outre, une diminution des 

marqueurs de l’inflammation NF-κB (diminution de p-p65) et de l’expression des gènes Tnfa, Cox-

2 et Mmp9 dans les souris tgTNF/Wnt4 est notée (Bo Yu, 2014). En résumé, Wnt4 induit 

l’ostéogenèse et atténue l’inflammation associée à l’âge observée dans l’ostéoporose.  

      L’implication de Wnt4 est aussi investiguée dans les troubles métaboliques tel que le diabète 

(Bowen et al., 2016). En utilisant des cellules pancréatiques β comme modèle (INS-1 β-cells), 

une étude a montré qu’une stimulation avec exendin-4, un agoniste du récepteur GLP-1 

responsable de la sécrétion de l’insuline augmente l’expression de l’ARNm de Wnt4. 

L’augmentation significative de Wnt4 est aussi observée lorsque les cellules INS-1 β sont mises 

en culture dans un milieu conditionné contenant GLP-1. Une délétion de Wnt4 inhibe la 

prolifération des cellules et une stimulation par exendin-4 diminue l’expression de TNFα en 

diminuant la transcription du facteur de transcription AP-1 connu comme régulateur du gène de 

TNFα. En dépit de son expression abondante dans les cellules β-pancréatiques, Wnt4 n’affecte 

pas la sécrétion de l’insuline stimulée par une concentration croissante de glucose. D’autres 

investigations sont nécessaires pour élucider le rôle de Wnt4 dans la physiologie des cellules 

pancréatiques β et pour son utilisation éventuelle comme cible thérapeutique dans les cas de 

diabètes et/ou d’obésités (Heller et al., 2011).  

      Dans la maladie de Parkinson, Wnt4 montre un rôle protecteur. Cette maladie 

neurodégénérative se caractérise par des mitochondries dysfonctionnelles et une suppression de 

l’autophagie (Macdonald et al., 2018). Etant donné que la principale source d’ATP des neurones 

est la mitochondrie, une altération fonctionnelle des mitochondries aboutit à la mort des neurones. 
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Le rôle de Wnt4 a été évalué dans des drosophiles transgéniques contenant une mutation de 

Pink1(Pink1Δ/Δ) afin de mimer la maladie de Parkinson dans ce modèle. Une surexpression de 

Wnt4 rétablie le phénotype en augmentant Beclin-1 et en diminuant P62. Ces changements dans 

ces marqueurs indiquent une augmentation de l’autophagie. De plus, une augmentation du 

nombre de mitochondries et une augmentation des niveaux d’ATP ont été aussi observées dans 

les drosophiles Wnt4/Pink1Δ/Δ (Wu et al., 2019). Finalement, Wnt4 a aussi un rôle bien défini dans 

le développement des ovaires et la fertilité (Jeays-Ward et al., 2004, Boyer et al., 2010). Wnt4 est 

exprimé dans les gonades des deux sexes mais son expression diminue dans les testicules et 

augmente dans les ovaires à 11.5pc. Des souris déficientes en Wnt4 dans les ovaires présentent 

des caractéristiques masculines notamment une production de testostérone et une perturbation 

de l’ovarogenèse (Ottolenghi et al., 2007).  

      En conclusion, ce bref survol des fonctions de Wnt4 définies à ce jour montrent l’importance 

du ligand Wnt4 autant dans le développement embryonnaire qu’à l’âge adulte. 
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1.16 Hypothèses et objectifs 

1.16.1 Premier projet  

Le peu d’études antérieures qui existent sur le rôle du ligand Wnt4 ont montré son implication 

dans l’inflammation, la différenciation myéloïde et la réponse immunitaire. 

– Wnt4 inhibe l’inflammation associée à l’âge (Bo Yu, 2014) 

– La délétion de Wnt4 influence la différenciation des cellules dendritiques (DC) dans la moelle 

osseuse (MO) en diminuant le ratio cDC1/cDC2 (Hung et al., 2019a). 

– L’absence de Wnt4 dans les cellules dendritiques induit une réponse de type 2 lors d’une 

infection parasitaire au Nippostrongylus brasiliensis (Hung et al., 2019a). 

Considérant l’origine commune des cellules dendritiques et des macrophages, l’implication du 

métabolisme dans la détermination de la polarisation ainsi que nos précédents résultats qui ont 

montré que la surexpression de Wnt4 augmente les précurseurs myéloïdes dans la MO 

(Heinonen et al., 2011b) , nous nous sommes posé les questions suivantes : 

– Est-ce que Wnt4 module la fonction des macrophages ? 

– Est-ce que Wnt4 influence la reprogrammation métabolique des macrophages ? 

Ensuite, nous avons émis l’hypothèse que Wnt4 contrôlerait la polarisation et le comportement 

des macrophages dérivés de la MO (BMDM) en régulant leur métabolisme et leur fonction.  

Dans le but de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse, nous avons étudié différents aspects dans les 

BMDM contrôles et déficients en Wnt4. Pour ce faire, nous avons établi deux objectifs. 

1) Évaluer la modulation du métabolisme des BMDM à la suite de la délétion de Wnt4 

 Analyser le bilan énergétique 

 Analyser les paramètres de la glycolyse et de la respiration mitochondriale 

2) Déterminer la fonction des BMDM lors de stimuli inflammatoires et anti-inflammatoires 

 Étudier la réponse des macrophages lors d’un stress physiologique inflammatoire (LPS) 

 Étudier la réponse des macrophages lors d’une infection parasitaire par le Leishmania 

donovani 

1.16.2 Deuxième projet 

Les macrophages de la MO ont une particularité, ils sont non seulement la descendance des 

cellules souches hématopoïétiques, mais contribuent aussi à leur maintien dans la niche 
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hématopoïétique à l’intérieure de la MO. De plus, Wnt4 a aussi un rôle non négligeable dans la 

génération des lignées hématopoïétiques. 

– La surexpression de Wnt4 promeut la reconstitution des progéniteurs hématopoïétiques de la 

MO ainsi que les cellules thymiques après une greffe de foie fœtal (Heinonen et al., 2011b) 

– L’ajout de Wnt4 exogène augmente l’expansion des cellules épithéliales thymiques dans des 

thymus déficients en Wnt4 suggérant que l’effet de Wnt4 n’est pas intrinsèque aux cellules du 

thymus (Heinonen et al., 2011a) 

– Wnt4 est exprimé dans les cellules hématopoïétiques de la MO (Heinonen et al., 2011b, Louis 

et al., 2008). 

Étant donné les évidences du rôle de Wnt4 dans la régulation hématopoïétique et le rôle des 

macrophages dans la niche hématopoïétique nous nous sommes posés deux questions : 

– Est-ce que Wnt4 régule la fonction des cellules souches hématopoïétiques ? 

– Est-ce que l’effet de Wnt4 est-il intrinsèque à la cellule souche hématopoïétique ? 

Ensuite, nous avons émis l’hypothèse que Wnt4 contribuerait au maintien et à la différenciation 

des cellules souches hématopoïétiques.  

Dans le but de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse, nous avons étudié différents aspects dans les 

CSH contrôles et déficients en Wnt4. Pour ce faire, nous avons établi trois objectifs. 

1) Étudier l’influence de l’absence de Wnt4 sur la génération des progéniteurs 

hématopoïétiques  

 Analyser le nombre de cellules dans les organes immunitaires (MO, rate et thymus) et 

dans des progéniteurs hématopoïétiques (LSK, MPP, précurseurs lymphoïdes et 

myéloïdes)  

2) Évaluer la fonction d’autorenouvellement des CSH à court et à long terme 

 Analyser la reconstitution de la MO à la suite d’une greffe compétitive en série de CSH 

contrôles et déficientes en Wnt4  

3) Déterminer les voies de signalisations cellulaires altérées par l’absence de Wnt4 

 Analyser la voie de signalisation de la voie PCP et le cycle cellulaire des CSH  

 Analyser l’impact de Wnt4 sur le cycle cellulaire à long terme en évaluant le marqueur 

de la  sénescence (SA-β galactosidase) dans les CSH adultes
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ABSTRACT 

      Macrophages respond to their environment by adopting a predominantly inflammatory or 

anti- inflammatory profile, depending on the context. The polarization of the subsequent 

response is regulated by a combination of intrinsic and extrinsic signals and is associated with 

alterations in macrophage metabolism. Although macrophages are important producers of Wnt 

ligands, the role of Wnt signaling in regulating the metabolic changes associated with 

macrophage polarization remains unclear. Wnt4 upregulation has been associated with tissue 

repair and suppression of age-associated inflammation, which led us to generate Wnt4-

deficient bone marrow-derived macrophages (BMDM) to investigate its role in metabolism. 

Loss of Wnt4 modified mitochondrial structure, enhanced oxidative phosphorylation, and 

depleted intracellular lipid reserves, as the cells depended on fatty acid oxidation to fuel their 

mitochondria. Although not irreversible, these metabolic changes corresponded to increased 

parasite survival during infection with Leishmania donovani. Our results further suggest Wnt4 

as a potential target in atherosclerosis, characterized by lipid storage in macrophages 

becoming foam cells. 

2.1 Introduction 

      Macrophages possess multiple functions, ranging from pathogen clearance and antigen 

presentation to T lymphocytes to tissue remodeling and immune suppression (Hirayama et al., 

2017, Gordon and Pluddemann, 2017, Wang et al., 2013). By analogy with the cytokine 

responses generated, macrophages have been long divided into two main categories: classically 

activated pro-inflammatory macrophages (M1) and alternatively activated anti-inflammatory 

macrophages (M2) (Mills et al., 2000, Italiani and Boraschi, 2014, Van Ginderachter et al., 2006, 

Ley, 2017). These two differentiation profiles have also been characterized by their diverging 

cellular metabolism (Jha et al., 2015a, Artyomov et al., 2016, Liu et al., 2016). M1 macrophages 

upregulate glycolytic enzymes and preferentially use glucose as their main energy source, 

resulting in ATP production through the conversion of pyruvate to lactate (Kelly and O'Neill, 2015, 

Artyomov et al., 2016). In contrast, M2 macrophage metabolism is supported by a high 

mitochondrial activity and oxidative phosphorylation (OXPHOS), fueled at least in part by fatty 

acid oxidation (FAO) (Nomura et al., 2016, Huang et al., 2014). 
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      Macrophage polarization is regulated by a combination of intrinsic and extrinsic signals, such 

as cytokines, growth factors, and microbial products. Wnt signaling is known for its pleiotropic 

effects in cell fate decisions during development and tissue repair, but although macrophages are 

known to express several Wnt ligands, the role of individual Wnt proteins in macrophage 

polarization is not well established (Malsin et al., 2019). The prototypical canonical ligand that 

would promote β-catenin translocation into the nucleus, Wnt3a, increases arginase expression in 

primary macrophages after bacterial infection and inhibits the secretion of pro-inflammatory 

cytokines (Neumann et al., 2010, Schaale et al., 2011). Conversely, Wnt5a, which is usually 

associated with β-catenin-independent non-canonical Wnt signaling, promotes inflammatory 

responses via the transcription factor NF-κB to ensure immune surveillance (Naskar et al., 2014), 

and both Wnt5a and NF-κB expression are increased upon macrophage exposure to 

mycobacteria (Schaale et al., 2011). However, the role of Wnt signaling in macrophage 

metabolism has not been investigated. 

      We have focused our study on Wnt4, a mostly non-canonical ligand (Heinonen et al., 2011b, 

Hung et al., 2019a), whose expression is upregulated in lung macrophages upon injury to promote 

tissue repair (Hung et al., 2019b). Wnt4 overexpression in the bone marrow was shown to inhibit 

age-associated inflammation (Yu et al., 2014), while its deletion from dendritic cells impacts their 

differentiation and promotes the development of type 2 immunity in response to the hookworm 

parasite Nippostrongylus brasiliensis (Hung et al., 2019a). We thus hypothesized that Wnt4 could 

also contribute to the metabolic reprogramming of bone marrow-derived macrophages (BMDM).  

      We show that Wnt4-deficient BMDM display reduced AKT (Thr308) and ERK1/2 

phosphorylation but increased ATP levels, which can be attributed to an enhanced mitochondrial 

OXPHOS activity. Furthermore, we identify FAO as a principal mechanism involved in the 

increase in mitochondrial activity. However, while Wnt4-deficient macrophages respond more 

strongly to LPS/M1-type stimulation, the lack of Wnt4 in BMDM favors replication of the protozoan 

parasite Leishmania donovani, suggesting impaired control of intracellular pathogens. 
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2.2 Materials and methods 

2.2.1 Experimental animals  

      B6.129P2-Lyz2tm1(cre)lfo/J (LysMCre) mice were purchased from The Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, ME). Mice with a Wnt4 conditional allele have been described elsewhere (Shan et al., 

2009) and were originally a kind gift from S. Vainio (Oulu University, Finland). Mice were bred and 

housed under specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks at the animal facility of 

INRS-Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie. All procedures were in accordance with the 

Canadian Council on Animal Care guidelines. Only female mice were used for the following 

experiments. 

2.2.2 Flow cytometry analysis 

      BM was harvested by flushing tibias and femurs with PBS/0.1% BSA/0.5 mmol EDTA using 

a 25-gauge needle. To analyze BMDM, the following antibodies were used: anti-CD11c, anti-

Ly6C, anti-F4/80, anti-MHCII, anti-CD206, anti-CD86 (BD Biosciences, Mississauga, ON). For 

intracellular staining, surface stained BM cells were fixed and permeabilized using the Foxp3 

staining kit (eBioscience, SanDiego, CA) and then incubated with the following unconjugated 

primary antibodies: p62 (1/400) (Abcam), p-AKT(Thr308) (1/100), p-AKT (Ser473) (1/100), β-

catenin (Ser552) 1/200), p-ERK (Thr202/Tyr204)( 1/100), ERK (1/100), AKT (1/100) (all from Cell 

Signaling Technologies), or Lamp1 (1/800) (Abcam), for overnight at 4°C. Unconjugated 

antibodies were detected with an Alexa 488-conjugated F(ab’)2 fragment against rabbit IgG 

(Molecular Probes). The stained cells were analysed on a four-laser BD LSRFortessa™ cell 

analyzer (BD Biosciences, Mountain View, CA) and analyzed using FACS DiVa (v. 8.1) or FlowJo 

(v. 10.1) software. 

2.2.3 Cell culture  

      BM was flushed with 5 ml HBSS, centrifuged at 1236 g or 7 min and the pellet was 

resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Life Technologies) supplemented 

with 10% fetal bovine serum (FBS Premium, Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC) at 5x106 cell/ml. 

1.5x106 cells were seeded in a non-adherent petri dish and cultured in DMEM supplemented with 

10% FBS and 20 % conditioned medium from L929 fibroblasts as previously described (Heinonen 

et al., 2006). The differentiation medium was refreshed on day 5 and adherent BMDM were 
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collected with Trypsin/EDTA solution on day 7 and analyzed by flow cytometry or replated in 

DMEM/10% FBS for further analyses. LPS was purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON) and 

used at a final concentration of 100ng/ml. Oligomycin was (2µM) (Sigma Aldrich) was added for 

1h at 37°C. For autophagy induction, BMDM were replated in Earle’s Balanced Salt Solution 

(EBSS) (Life Technologies) for 2 h at 37 °C with or without Bafilomycin (100 nM). 

2.2.4 Immunofluorescence 

      2x105 cells were seeded overnight on uncoated coverslips at 37 °C. The cells were first fixed 

with 4% paraformaldehyde for 15 min at room temperature and then washed 3 times with PBS.  

Fixed BMDM were permeabilized with PBS/0.1% TritonTM X-100 solution, for 2 min, then blocked 

with PBS/0.1% Triton/1% BSA for 10 min. The cells were incubated for 1h at room temperature 

with primary antibodies: anti-LC3 (1/100) (Cell Signaling Technologies) or anti-Tom20 (1/100) 

(Abcam), washed 3 times with PBS, and incubated with Alexa 488-conjugated secondary 

antibody (1/1000) for 30 min at room temperature. Finally, the coverslips were washed and 

mounted on the microscope slides with ProLong™ Diamond Antifade Mountant with DAPI 

(Thermo Fisher Scientific). Images were taken using a LSM 780 confocal microscope with 60X 

oil objective. 

2.2.5 Enzymatic activity 

      Cathepsin B activity. Cells were collected with Trypsin with 0.25 % EDTA, washed with PBS 

1X and collected by centrifugation at 200 g for 5 min, at 4°C. Cells were lysed by buffer containing 

Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM and TritonTM X-100 (0.5%) and centrifuge at 18300 

g for 12 min, at 4°C. Supernatants were collected and proteins were dosed with Bradford Kit 

(Biorad). 10µg proteins were diluted in 100µl of 100 mM HEPES, pH 6.0, 150 mM NaCl, 2 mM 

DTT, and 5 mM EDTA in the presence of a 5 µM concentration of the cathepsin B substrate zRR-

AMC (Sigma-Aldrich). Samples were incubated for 30 min at 37°C, fluorescence was measured 

(excitation/emission 360/440 nm) using a Cytation5 Cell Imaging Multi-Mode Reader 

Lysosomal acid lipase (LAL) activity was measured as described (Dairaku et al., 2014) by diluting 

20µg of proteins in 100 µl of reaction buffer (100 mM sodium acetate, pH 4.0, 1% (v/v) TritonTM 

X-100, and 0.5% (w/v) cardiolipin) in the presence of 0.345 mM 4-methylumbelliferone (Sigma-

Aldrich). Samples were incubated for 1 h at 37 °C. Fluorescence was measured 

(excitation/emission 360/440 nm) using a Cytation5 Cell Imaging Multi-Mode Reader. 
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Citrate synthase: Citrate Synthase Activity Colorimetric Assay Kit (Biovision, Catalog # K318-

100), following manufacturer’s instructions. 

2.2.6 ATP and lactate assays 

      2x105 cells were grown in 96-well plates. Cellular ATP was measured by ATP using 

Cell Titer Glow kit (Promega) and total lactate was measured using Lactate 

Colorimetric/Fluorometric (Bioviosion) Assay Kit were measured in triplicate following the 

protocol provided. 

2.2.7 Elisa TNFα 

      Supernatants were collected from Wnt4Δ/Δ BMDM and control cultures upon 6 h stimulation 

with LPS and at 6h, 24h and 72h post-infection with Leishmania donovani. Fifty µl from each 

condition were added in duplicates and TNFα levels were measured using Mouse TNF-alpha 

Quantikine ELISA Kit (R&D SYSTEMS, Catalog # MTA00B) as per manufacturer’s instructions. 

2.2.8 Glucose consumption 

      Supernatants were collected from Wnt4Δ/Δ BMDM and control cultures. Fifty µl from each 

condition were added in duplicates to 96 well plates and glucose levels were determined using 

Glucose Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (Biovision, Catalog # K606-100) as per 

manufacturer’s instructions. 

2.2.9 Nitric oxide quantification 

      Supernatants were collected from Wnt4Δ/Δ BMDM and control cultures upon 24 h stimulation 

with LPS and at 6h, 24h and 72h post-infection with Leishmania donovani. 100µl from each 

condition were added in duplicates to 96-well plates. Nitrate levels were measured by the, Greiss 

reaction, as described in (Grisham et al., 1996, Bryan and Grisham, 2007). 

2.2.10 Mitosox 

      BMDM were collected and stained with the MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator 

reagent (Invitrogen) at a final concentration of 5M, and the cells were incubated for 30 min at 

37ºC, after which they were washed and analysed by for flow cytometry. 
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2.2.11 Tetramethylrhodamine, methyl ester (TMRM) 

      BMDM were collected and stained with TMRM (Thermo Fisher) at a final concentration 0.5nM 

and the cells were incubated for 30 min at 37ºC, after which they were washed and analysed by 

for flow cytometry. 

2.2.12 Extracellular flux analysis.  

      BMDM were seeded at 4x104 cells on Seahorse XF96 cell culture microplates (Agilent) and 

treated with etomoxir (250 µM) and 2-Deoxy-d-glucose (2-DG) (5 mM) for 30 min at 37 °C. 

Medium was changed with Seahorse XF DMEM medium, pH 7.4 (Agilent) supplemented with 10 

Mm glucose, 1Mm pyruvate and 2mM glutamine and cells were incubated for 1 h at 37 °C with 

no CO2. Mito stress kit (Agilent) was used and XF analysis was performed using the XF-96e 

analyser (Seahorse Bioscience) as per manufacturer’s instructions. All reagents provided by 

Sigma-Aldrich. 

2.2.13 Leishmania donovani culture and infections 

      Promastigotes of L. donovani (MHOM/ET/67/Hu3:LV9) freshly differentiated from splenic 

amastigotes were cultured in Leishmania medium (M199 medium supplemented with 10% heat-

inactivated FBS (Hyclone), 100 μM hypoxanthine, 10 mM HEPES, 5 μM hemin, 3 μM biopterin, 1 

μM biotin, penicillin (100 I.U./mL) and streptomycin (100 μg/mL) at 26°C. For BMDM infections, 

metacyclic promastigotes were isolated at 1400 RPM in 15-ml Falcon conical centrifuge tubes 

containing 1 ml of 40% Ficoll (GE Healthcare) at the bottom, overlaid by 2 ml of a single gradient 

of 10% Ficoll and overlay 1x108 promastigotes from the late stationary growth phase in 2 ml of 

non-supplemented DMEM (Spath and Beverley, 2001). Complement opsonization of metacyclic 

promastigotes was performed prior to infections by incubating the parasites in Hank's Balanced 

Salt Solution (HBSS) containing 10% serum from DBA/2 mice for 30 min at 37°C. BMDM were 

then incubated at 37°C with metacyclic promastigotes (parasite-to-macrophage ratio of 5:1). After 

3 hours of incubation, non-internalized parasites were washed 3X with warm HBSS. The time 

points are described in each experiment. Infection levels were assessed by microscopic 

examination of infected cells after Giemsa staining with the Hema 3 system (Fisher Scientific). 
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2.2.14 Western Blot (WB) 

      Cells were collected with Trypsin with 0.25 % EDTA, washed with PBS 1X and collected by 

centrifugation at 200 g for 5 min, at 4°C. cells were lysed by buffer containing Tris-HCL 50 mM, 

NaCl 150 mM, EDTA 1 mM et Triton 0.5% and centrifuge at 18300 g for 12 min, at 4°C. 

Supernatants were collected and phosphatase (NAF 0.3mM) inhibitor were added. Proteins were 

dosed with Bradford Kit (Biorad). Prior to electrophoresis samples were mixed with loading buffer 

to obtain 1X and 5% β-mercaptophenol (62.5 mM Tris-HCl pH 6.5, 2.5% SDS, 10% glycerol, 

0.01% bromophenol blue) and incubated at 95℃ for 5 minutes. 50 µg proteins were added to 

each well, then resolved on SDS-PAGE followed by wet-transfer to PVDF membranes. Detection 

was done by immunoblotting using the indicated antibody, Tom20 (Abcam1/1000). The 

membrane was developed on the automatic film processor machine (AFP ImageWorks). 

2.2.15 Statistical analysis 

      Each value represents at least three independent experiments. Two-tailed Student t test or 

oneway anova was used to determine statistical significance. A p value < 0.05 was considered 

significant. 

2.3 Results 

2.3.1 Wnt4 promotes AKT (Thr308) and ERK signaling 

      To elucidate the importance of Wnt4 in macrophages, we generated conditional knock-out 

mice in which Wnt4 is deleted from most macrophages and granulocytes by LysM-Cre-mediated 

excision (Wnt4Δ/Δ mice) (Cross et al., 1988, Clausen et al., 1999). These mice present no overt 

alterations in myeloid differentiation in vivo (Hetu-Arbour et al., 2021b). We isolated BM cells from 

Wnt4Δ/Δ and Cre- littermate control mice and we obtained comparable numbers of Wnt4Δ/Δ and 

control BMDM after one week in culture (Fig. 2.1A, 2.1B). While Wnt4 deletion was highly efficient 

in culture (Supplementary Fig. 2.2A), Wnt4Δ/Δ and control BMDM expressed similar levels of the 

macrophage surface marker F4/80 (Supplementary Fig. 2.2B), suggesting that Wnt4 deficiency 

did not significantly alter BMDM differentiation from BM progenitors. There was no difference in 

β-catenin phosphorylation (Fig. 2.1C) or in the activation of c-Jun N-terminal protein kinase (JNK) 

(Fig. 2.1D, 2.1E), suggesting that the deletion of Wnt4 did not alter the balance between canonical 

and JNK-dependent non-canonical signaling in the absence of other exogenous ligands.  
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However, macrophage function is regulated not only by JNK, but also other members of the 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) family, such as the Extracellular signal-regulated 

kinases 1 and 2 (ERK1/2) (Traves et al., 2012, Papa et al., 2019). Unlike JNK, there was a notable 

decrease in ERK1/2 phosphorylation in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 2.1F, 2.1G). Wnt4Δ/Δ BMDM also 

showed a decreased level of AKT phosphorylation on Thr308 (Fig. 2.1H, 2.1I), suggesting that 

these signal transduction pathways are altered in these cells. Nevertheless, phosphorylation of 

the mTORC2-dependent site in AKT (Ser473) (Fig. 2.1J), as well as that of the mTORC1 

downstream effectors S6 (Ser235/236) (Fig.2.1K) and 4EBP1(Thr37/46) (Fig. 2.1L) was not 

affected in Wnt4Δ/Δ BMDM, indicating that Wnt4 regulates ERK1/2 and AKT signaling 

independently from the mTORC axis. 

      Considering the dual roles of ERK1/2 and AKT in cell proliferation and metabolism (Yu and 

Cui, 2016, Altomare and Khaled, 2012, Cargnello and Roux, 2011), we further evaluated the 

proliferative state of Wnt4Δ/Δ BMDM using Ki-67. Ki-67 expression was not significantly changed 

in Wnt4Δ/Δ BMDM compared to control (Fig. 2.1M), which together with the comparable cell counts 

(Fig. 2.1B) suggests that Wnt4 does not affect BMDM proliferation. However, impaired ERK1/2 

and AKT (Thr308) activation prompted us to further investigate the functional consequences of 

Wnt4 deletion on BMDM metabolism.  
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Figure 2.1 Endogenous Wnt4 promotes AKT (Thr308) and ERK1/2 phosphorylation in macrophages.  

A. Bone marrow-derived macrophage (BMDM) differentiation. B. Number of macrophages collected after 7 days 

of differentiation in culture. C-M. Relative mean fluorescence intensity (MFI) of C. phospho-β-catenin (Ser522), 

D. phospho-JNK (Thr183/Tyr185), E. JNK, F. phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr 204), G. ERK1/2, H. phospho-AKT 

(Thr308), I. AKT, J. phospho-AKT (Ser473), K. phospho-S6 (Ser235/Ser236), L. phospho-4EBP-1(Thr37/Thr46), 

M. Ki-67 in unstimulated BMDM. The histograms represent compiled data from 3-8 animals per group (mean+ 

SEM). *P<0.05 (two-tailed, paired student’s t-test). 

           

Figure 2.2 Loss of Wnt4 does not significantly alter resting macrophage phenotype 

A. Semi-quantitative PCR for Wnt4 allele (middle band) and internal control (top band) in BMDM. Bottom bands 

represent primer dimers. B-E. Relative mean fluorescence intensity (MFI) of B. F4/80, C. CD86, D. CD206 and 

E. MHCII staining of unstimulated BMDM. The histograms represent compiled data from 4-6 animals per group 

(mean + SEM) (two-tailed, paired student’s t-test). 
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2.3.2 Wnt4 deficiency increases ATP production through oxidative 

phosphorylation 

      To address the impact of Wnt4 on macrophage metabolism, we first investigated their energy 

balance. Wnt4Δ/Δ BMDM had higher ATP levels relative to control cells (Fig. 2.3A), although they 

were decreased to similar levels in both genotypes upon inhibition of the ATP synthase with 

oligomycin. As this suggests that OXPHOS is increased in Wnt4Δ/Δ BMDM, we then measured 

oxygen consumption rate (OCR) in control and Wnt4Δ/Δ BMDM. Consistent with Wnt4Δ/Δ BMDM 

having increased OXPHOS activity, basal OCR was significantly increased in these cells (Fig. 

2.3B. 2.3C). ATP-linked respiration was also increased in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 2.3D) further 

supporting a role for OXPHOS in the elevated cellular ATP levels observed in Wnt4Δ/Δ BMDM. On 

the other hand, the spare capacity (a measure of the ability of mitochondria to respond to an 

increased energy demand) (Fig 2.3E) and leak (a measure of how much protons can diffuse 

through the inner membrane) (Fig 2.3F) were similar between the two genotypes. In addition, 

mitochondrial membrane potential (Fig 2.3G) and mitochondrial ROS level in Wnt4Δ/Δ BMDM were 

comparable to controls (Fig 2.3H). Altogether, our results indicate that mitochondria in Wnt4Δ/Δ 

cells have increased flux through the electron transport chain and ATP synthase without major 

impairment in mitochondrial function. 

We then determined if the functional changes we observed in Wnt4Δ/Δ BMDM were associated 

with changes in mitochondrial structure. We first stained mitochondria in control and Wnt4Δ/Δ 

BMDM macrophages for the mitochondrial outer membrane protein TOM20 and imaged them by 

confocal microscopy (Fig. 2.3I). While control BMDM had on average very short mitochondria, we 

observed a significant increase in intermediate mitochondria in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 2.3J). 

Mitochondrial elongation and increased OXPHOS can be associated with changes in cristae 

structure, the folds of the inner membrane where the electron transport chain resides. We thus 

used electron microscopy to evaluate cristae width in control and Wnt4Δ/Δ BMDM. Wnt4Δ/Δ BMDM 

had tighter cristae than their control counterparts (Fig. 2.3K), suggesting improved OXPHOS 

efficiency. On the other hand, there was no difference in mitochondrial mass as measured by 

citrate synthase activity (Fig. 2.3L) or Tom20 immunoblotting (Fig. 2.3M). In sum, these findings 

indicate that Wnt4 controls mitochondrial activity without altering mitochondrial mass. 
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Figure 2.3 Wnt4 deletion increases mitochondrial energy metabolism 
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A. Intracellular ATP ±oligomycin. B. Representative oxygen consumption rate (OCR) curves. C. Basal OCR 

normalized to control. D. ATP linked-respiration (OCR after oligomycin injection - basal OCR). E. Spare 

respiratory capacity (OCR after FCCP injection – basal OCR). F. Proton leak (OCR after oligomycin injection - 

OCR after rotenone/antimycin A injection). G: Measure of mitochondrial membrane potential as determined by 

relative TMRM MFI. H: Mitochondrial ROS production as measured by relative Mitosox MFI. I. Confocal 

microscopy images of BMDM, staining for mitochondria (green: TOM20, blue: nucleus, 60X). J. Analysis of 

mitochondrial length, represented as proportion of BMDM with predominantly short, intermediate, or long 

mitochondria. K. Mitochondrial crest width, represented as average width/cell from 10 individual cells per 

condition by ImageJ software. Representative transmission electron microscopy images are shownbelow (20 

000X). L. Intracellular citrate synthase activity. H. Quantification and representative immunoblot for TOM20. 

The histograms represent compiled data from 3-6 animals per group (mean + SEM). *P<0.05 (two-tailed, 

unpaired student’s t-test (figures 2.3C, 2.3D, 2.3E, 2.3F, 2.3G, 2.3H, 2.3K, 2.3L, 2.3M) or one-way anova (figures 

2.3A, 2.3J) 

2.3.3 Lipolysis is enhanced in Wnt4Δ/Δ macrophages  

      As our results suggest that the increased OCR and ATP levels observed in Wnt4Δ/Δ BMDM is 

the consequence of increased metabolic flow through OXPHOS rather than a major change in 

mitochondrial structure, we then analysed the potential substrates supporting OXPHOS in these 

cells. Wnt4Δ/Δ BMDM showed a substantial decrease in lactate production (Fig. 2.4A), which was 

associated with a smaller but significant reduction in glucose usage (Fig. 2.4B). While these 

results are consistent with the greater OXPHOS activity we observed, they also suggest that 

glucose is not the major source of metabolic intermediates supporting enhanced mitochondrial 

activity in Wnt4Δ/Δ BMDM. In contrast, there was a drastic reduction in the lipid droplets present 

in Wnt4Δ/Δ BMDM relative to WT cells, as measured by Oil Red O staining (Fig. 2.4C, 2.4D), 

suggesting that fatty acids (FA) could be the carbon source fueling the increased OXPHOS in 

these cells.  
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Figure 2.4 Wnt4 deletion decreases glycolysis and intracellular lipid storage. 

A. Glucose remaining in culture media. B. Total lactate (intracellular + extracellular). C. Quantification of 

lipid droplets as determined by the area of Oil Red O staining per cell with ImageJ software. D. 

Representative confocal microscopy images showing Oil Red O signal in BMDM (60X). The histograms 

represent compiled data from 3-8 animals per group (mean + SEM). *P<0.05 (two tailed, student’s t-test). 

      Lipid droplets store triglycerides that must be hydrolyzed to liberate FA to be used by ß-

oxidation within mitochondria. As lysosomal acid lipase (LAL) is one of the key enzymes that cells 

use to liberate FA from lipid droplets (Remmerie and Scott, 2018, Singh et al., 2016), we 

measured its activity in WT and Wnt4Δ/Δ BMDM. Consistent with the reduction in lipid droplets, 

LAL activity was increased two-fold in Wnt4Δ/Δ BMDM as compared to controls (Fig. 2.5A). This 

was not due to an increase in the overall lysosomal content as we did not observe any change in 

the activity of the lysosomal protease Cathepsin B (Fig.2.5B) or the expression of the lysosomal 

membrane protein LAMP-1 (Fig. 2.5C).  

      As autophagy has been implicated in LAL-dependent lipid metabolism in macrophages 

(Ouimet et al., 2011),  we assessed autophagy flux with the membrane autophagosome marker, 

LC3. Although we observed a decrease in the number of LC3 puncta in Wnt4Δ/Δ BMDM that was 

partially rescued with bafilomycin treatment (Fig. 2.5D, 2.5E), there was no significant increase in 

the ratio of LC3 puncta (treated/untreated) (Fig. 2.5F) between Wnt4Δ/Δ BMDM and controls, 

indicating that the autophagic flux was not enhanced in Wnt4Δ/Δ BMDM. Put together, these data 

point towards increased lipid degradation by LAL in Wnt4Δ/Δ BMDM, irrespective of alterations in 

autophagy. 
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Figure 2.5 Autophagy is not involved in lysosomal lipolysis in Wnt4-deficient BMDM 

A. Lysosomal acid lipase (LAL) activity, normalized to controls. B. Cathepsin B activity, normalized to controls. 

C. Quantification of lysosomes as determined by relative LAMP-1 MFI. C. Quantification of LC3 puncta per cell 

± bafilomycin (100nmol) with ImageJ software. D. Quantification of LC3puncta/LC3 puncta + bafilomycin ratio 

to evaluate autophagy flux. E. Representative confocal microscopy images of BMDM, staining for 

autophagosomes (green: LC3, blue: nucleus, 60X). 
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2.3.4 Wnt4Δ/Δ BMDM show increased β-oxidation 

      Decreased glucose consumption and decreased lipid storage support the hypothesis of fatty 

acid oxidation as a major source of energy in Wnt4Δ/Δ BMDM. To more directly evaluate the 

relative importance of each carbon source, we inhibited glycolysis with 2-DG or fatty acid transport 

into mitochondria using etomoxir. We then measured OCR in otherwise unstimulated and non-

polarized macrophages, similar to Fig. 2. Control BMDM showed very little alteration in their basal 

OCR in response to blocking either one of the two pathways (Fig. 2.6A-2.6C), likely reflecting their 

relatively low level of metabolic activity in the absence of stimulation (Van den Bossche et al., 

2015). Consistent with ß-oxidation providing the extra carbon source to fuel OXPHOS in Wnt4Δ/Δ 

cells, etomoxir significantly decreased basal OXPHOS in these cells. Similarly, etomoxir 

significantly reduced ATP-linked OCR in Wnt4Δ/Δ BMDM but not in control BMDM (Fig. 2.6D), and 

it also increased the spare capacity of Wnt4Δ/Δ BMDM but not of control cells (Fig. 2.6E). This 

coincided with an increase in Oil Red O staining in etomoxir-treated Wnt4Δ/Δ BMDM, restoring 

their lipid droplets to control levels (Fig. 2.6F-2.6H) and further supports a role for ß-oxidation in 

the metabolic changes observed in Wnt4Δ/Δ BMDM. Nevertheless, 2-DG did decrease ATP-linked 

OCR in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 2.6A-2.6C) suggesting that glycolysis can also contribute to their 

altered energy metabolism. Altogether, these results indicate that the loss of Wnt4 stimulates the 

usage of lipids as an important source of energy. 
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Figure 2.6 Wnt4 deletion enhances β-oxidation 

A, B. Representative oxygen consumption rate (OCR) curves for BMDM pre-treated or not with A. 2-DG (5mM) 

to block glycolysis and B. etomoxir (250μM) to block β-oxidation. C-E. Quantification of C. Basal OCR, D. ATP-

linkedrespiration, and E. Spare respiratory capacity with and without 2-DG or etomoxir. F. Quantification of Oil 

Red O positive area per cell ± etomoxir. G, H. Representative confocal microscopy images of Oil Red O signal 

in BMDM ± etomoxir (60X). The histograms represent compiled data from 6 animals per group (mean + SEM). 

*P<0.05, **P<0.005, (two-tailed, paired student’s t-test). 
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2.3.5 Wnt4 is not required for the inflammatory response induced by LPS 

stimulation 

      Thus far we have established that Wnt4Δ/Δ BMDM have higher ATP levels, mostly as a 

consequence of increased mitochondrial FAO, which has been generally associated with 

macrophage polarization to an M2 profile (Namgaladze and Brune, 2016, Remmerie and Scott, 

2018). However, flow cytometry analysis revealed no significant differences in the expression of 

M1 (CD86, MHCII) or M2 surface markers (CD206) between unstimulated Wnt4Δ/Δ and control 

BMDM (Supplementary Fig. 2.2C-2.2E). There was also no difference in Cathepsin B activity, the 

most abundant lysosomal protease (Cavallo-Medved et al., 2011), whose activity has been shown 

to be increased in M2 macrophages (Oelschlaegel et al., 2020) (Fig. 2.5B). In summary, the 

metabolic differences in Wnt4Δ/Δ BMDM did not appear to result in an inherent bias in unstimulated 

cells. 

      Lipopolysaccharide (LPS) is a Toll-like receptor 4 (TLR4) agonist that is widely used to 

promote the secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophages (Park and Lee, 2013). 

Moreover, LPS-treated macrophages reduce their oxygen consumption and adopt a strongly 

glycolytic profile (Liu et al., 2016). We thus stimulated Wnt4Δ/Δ and control BMDM with LPS to 

determine if the metabolic differences in Wnt4Δ/Δ BMDM were reversible. There was a strong 

suppression of OCR in LPS-treated Wnt4Δ/Δ BMDM, with basal OCR decreasing even slightly 

below levels detected in LPS-treated controls (Fig. 2.7A, 2.7B). Unsurprisingly, this also 

corresponded to a significant decrease in ATP-linked respiration (Fig. 2.7C), indicating that LPS 

inhibits mitochondrial activity in both Wnt4Δ/Δ and control BMDM. Similarly, extracellular 

acidification rate (ECAR) was increased to similar levels in LPS-treated Wnt4Δ/Δ and control 

BMDM, suggesting an increase in lactate production (Fig.2.7D). These data indicate that the LPS-

induced metabolic switch to glycolysis was not impaired in Wnt4Δ/Δ BMDM.  

      To further evaluate their inflammatory potential, we measured nitric oxide (NO) and TNFα 

production in culture supernatants with and without LPS stimulation. Wnt4Δ/Δ BMDM produced 

slightly more NO (Fig. 2.7E) and similar levels of TNFα (Fig. 2.7F) upon LPS stimulation as their 

normal counterparts, confirming that their response to a strong pro-inflammatory stimulus was not 

negatively affected by the metabolic alterations seen at steady state.  
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Figure 2.7 Wnt4Δ/Δ BMDM mount a strong metabolic and pro-inflammatory response to LPS. 

A. Representative oxygen consumption rate (OCR) curves for BMDM pre-treated or not with LPS (100ng/ml). 

B-D. Quantification of B. basal OCR, C. ATP-linked respiration, and D.extracellular acidification rate (ECAR) in 

BMDM ± LPS. E. Measure of nitric oxide (NO) in culture supernatants after 48h stimulation with LPS. F. 

Secretion of TNFα in culture supernatant. The histograms represent compiled data from 3-8 animals per group 

(mean + SEM). *P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005 (two-tailed, student’s t-test). 

 



99 

2.3.6 Wnt4 deficiency promotes Leishmania donovani growth 

      Metabolic alterations in Wnt4Δ/Δ BMDM did not prevent their LPS-induced polarization and 

glycolytic switch. If anything, the response Wnt4Δ/Δ BMDM was even stronger than controls (Fig. 

2.7A, 2.7E). To evaluate if Wnt4Δ/Δ BMDM were predisposed to respond more strongly to other 

stimuli, we investigated their response in a more physiologically relevant context following a 

parasitic infection. 

      Macrophages are the principal hosts of the intracellular parasite Leishmania, and are 

indispensable for their survival and replication (Liu and Uzonna, 2012). Importantly, macrophage 

polarization toward an M2 profile promotes L.major, L. amazonensis, L. donovani and L. infantum 

growth (Farrow et al., 2011, Abebe et al., 2013, Kumar et al., 2018). Although Wnt4Δ/Δ BMDM 

appeared to produce NO more rapidly than their Wnt4+/+ counterparts when exposed to L. 

donovani promastigotes, reaching detectable levels at 24h post-infection as compared to 72h for 

infected controls (Fig. 2.8A), the amounts remained negligible when compared to a stimulation 

with LPS. Moreover, TNFα expression was reduced in time in a comparable manner in both 

control and Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig.2.8B). Most importantly, however, parasite number was increased 

in Wnt4Δ/Δ BMDM over time (Fig. 2.8C, 2.8D). These results indicate that although the metabolic 

alterations in the absence of Wnt4 were not irreversible, Wnt4Δ/Δ BMDM were more permissive to 

infection and favored parasite replication, consistent with a bias toward an M2 macrophage fate. 

Altogether, our results indicate that although the metabolic alterations present in the absence of 

Wnt4 were not irreversible, Wnt4Δ/Δ BMDM were more permissive to infection and favored 

L.donovani replication, consistent with a bias toward an M2 macrophage fate. 
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Figure 2.8 Wnt4 deletion promotes Leishmania donovani survival 

BMDM were infected with L. donovani promastigotes and supernatants were collected at 24h and 72h post-

infection. Measure of A. NO and B. TNF-α production in the supernatants. C. Parasite numbers per 100 cells as 

counted from Giemsa-colored slides. D. Microscopy images of infected BMDM at different time points. The 

histograms represent compiled data from 5 animals per group (mean + SEM) *P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005 

(two-tailed, unpaired student’s t-test). 
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2.4 Discussion 

      The physiological role of individual Wnt ligands remains enigmatic in a large number of 

situations due to their often promiscuous signaling. Although the most studied ligands are widely 

used as prototypes of canonical (Wnt3a) and noncanonical Wnt signaling (Wnt5a), individual Wnt 

proteins are often able to activate more than one signaling pathway, depending on cell type and 

receptor availability (Mikels and Nusse, 2006a, Grumolato et al., 2010).  We report here a new 

role for the (mostly) noncanonical ligand Wnt4 in regulating BMDM metabolism using LysM-Cre-

mediated conditional gene deletion. Our results show that Wnt4 influences AKT (Thr308) and 

ERK1/2 activation and regulates mitochondrial ATP production without impacting mitochondrial 

mass. We also demonstrate that lipids represent the principal fuel for mitochondria in Wnt4Δ/Δ 

BMDM. Wnt4-deficient BMDM were not irreversibly polarized and remained responsive to 

metabolic reprogramming with LPS. However, they were more permissive to infection with the 

intracellular parasite L. donovani, suggesting that the metabolic alterations in Wnt4Δ/Δ BMDM 

predisposed them towards an anti-inflammatory M2-like fate.  

      Wnt4 is mostly associated with the noncanonical Wnt/polarity pathway, acting via JNK 

signaling, in hematopoietic cells (Chen et al., 2018b, Heinonen et al., 2011b, Hung et al., 2019a). 

However, we did not observe a significant change in JNK phosphorylation in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 

1C, 1D). It is possible that JNK activity could be maintained in this setting through a compensatory 

mechanism by other noncanonical Wnts, such as Wnt5a. Exogenous stimulation of BMDM by 

Wnt5a is sufficient to induce the phosphorylation of JNK (Schaale et al., 2011). However, it must 

be also noted that JNK is involved in multiple pathways, and our analysis was done on 

asynchronized cultures, which could mask mild changes in activity in the absence of exogenous 

stimulation. While JNK activation appeared normal, Wnt4Δ/Δ BMDM displayed reduced ERK1/2 

and AKT (Thr308) phosphorylation (Fig. 1E-1H). AKT and ERK signaling is simultaneously 

activated by a number of stimuli (Cao et al., 2019), including macrophage colony-stimulating 

factor CSF-1 used for BMDM differentiation in culture (Huynh et al., 2012). Although there was 

no significant difference in the number or phenotype of differentiated BMDM based on most 

conventional macrophage markers, we cannot completely exclude the potential influence of CSF-

1/CSF-1R signaling on decreased AKT and ERK phosphorylation in Wnt4Δ/Δ BMDM. For example, 

Wnt3a and CSF-1 are both required for proper BMDM proliferation (Feng et al., 2018).  

      The importance of ERK and AKT in regulating cell metabolism is well established (Robey and 

Hay, 2009, Lien et al., 2016, Traves et al., 2012, Ozaki et al., 2016). Both promote the Warburg 

effect in cancer cells (Chen et al., 2016, Danhier et al., 2017, Papa et al., 2019), which consists 
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in the preferential production of ATP via glycolysis under aerobic conditions (Cassim et al., 2020, 

Hsu and Sabatini, 2008). AKT stimulates glycolysis by inducing the expression of membrane 

glucose transporters and by phosphorylating key glycolytic enzymes, such as hexokinases and 

phosphofructokinase (Elstrom et al., 2004, Gottlob et al., 2001). Similarly ERK1/2 promotes 

glucose uptake and lactate production through phosphorylation of pyruvate kinase M2 (Papa et 

al., 2019, Zhang et al., 2019c, Yang et al., 2012). Decreased AKT and ERK1/2 activity would thus 

favor OXPHOS instead of glycolysis. Indeed, we observed an increase in ATP production in 

Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 2A), which corresponded to increased mitochondrial activity (Fig. 2B) and 

decreased spare respiratory capacity (Fig. 2E). The capacity of mitochondria to meet an additional 

energy demand, as measured by the spare respiratory capacity, could be used as readout of the 

functionality of electron transport chain complexes and/or the integrity of the inner mitochondrial 

membrane (Nguyen et al., 2016, Marchetti et al., 2020). However, there was no significant change 

in mitochondrial ROS levels, mitochondrial mass, or appearance in Wnt4 Δ/Δ BMDM (Fig 2F-2I), 

suggesting that the decrease in spare capacity was more likely the result of sustained 

mitochondrial activity and rapid oxygen consumption rather than decreased mitochondrial fitness.  

      Perhaps not unsurprisingly considering the influence of ERK1/2 and AKT on glycolysis, 

Wnt4Δ/Δ BMDM relied on lipid degradation and FAO to support their mitochondrial activity. Wnt4Δ/Δ 

macrophages contained less intracellular lipid droplets, and displayed an increased LAL activity 

(Fig. 3C, 3D, 4A). Lipophagy can be activated in prolonged starvation to promote breakdown of 

lipid droplets (Saito et al., 2019, Singh and Cuervo, 2012, Kounakis et al., 2019). However, there 

was no apparent change in autophagy flux in Wnt4Δ/Δ BMDM (Fig. 4C, 4D), suggesting that lipid 

degradation was not due to enhanced autophagy. Macrophages have been shown to be able to 

use alternative mechanisms, such as exophagy, or the formation of extracellular acidified 

compartments that communicate with lysosomes to degrade lipoprotein aggregates (Singh et al., 

2016, Haka et al., 2009). Although it is not clear if a similar mechanism could operate in Wnt4Δ/Δ 

BMDM, it is nevertheless clear that blocking FAO not only restored intracellular lipid droplets but 

also reverted their mitochondrial activity and spare respiratory capacity to levels that were 

comparable to normal controls, indicating that lipids are likely the principal substrate used to 

intensify mitochondrial activity in the absence of Wnt4. 

      Lipids are important for macrophage function, including phagocytosis, functional polarization 

and production of inflammatory mediators (Yan and Horng, 2020, Cader et al., 2016, Huang et 

al., 2014). Although FAO activity is largely associated with an anti-inflammatory profile (Van den 

Bossche et al., 2017), Wnt4Δ/Δ BMDM are not irreversibly committed. They remain entirely capable 
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of responding to a strong pro-inflammatory stimulus, such as LPS, and reducing their 

mitochondrial activity and shifting to glycolysis (Fig. 6A-6D) (Van den Bossche et al., 2017). Their 

metabolic switch to MLPS was further corroborated by the production of inflammatory mediators, 

such as NO and TNFα (Fig. 6E, 6F). However, Wnt4Δ/Δ BMDM were more permissive to infection 

by L. donovani, suggestive of an underlying M2 bias (Fig. 7C, 7D). Macrophages are the natural 

mammalian host cells for Leishmania parasites, and the pathogen has developed multiple 

strategies to evade their microbicidal effects (Muxel et al., 2017, Arango Duque and Descoteaux, 

2014). One such strategy in vivo is the generation of monocyte-derived myeloid cells with an M2-

like profile that will promote parasite growth (Hammami et al., 2017, Abidin et al., 2017). Our 

results are well in line with this theory and demonstrate that the metabolic alterations in Wnt4Δ/Δ 

BMDM have functional consequences.  

      In conclusion, our results identify a cell-intrinsic role for Wnt4 in regulating macrophage 

metabolism. Wnt4 deficiency disturbs energy homeostasis by increasing mitochondrial ATP 

production mainly through fatty acid oxidation. Although Wnt4-deficient macrophages 

demonstrate a strong pro-inflammatory response to LPS, they were more susceptible to support 

the growth of an intracellular pathogen. These results demonstrate that noncanonical Wnt4 

signaling regulates macrophage function and modulates their metabolism in a context-dependent 

manner. Further mechanistic and metabolic investigations may be helpful to identify how the Wnt4 

pathway could be best harnessed to promote the control of intracellular infections or modulate 

macrophage metabolism and polarization. 
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Lien entre les deux projets 

      Le premier article a démontré que la délétion de Wnt4 dans les macrophages dérivés de la 

moelle osseuse intensifie leur métabolisme énergétique à l’état basal et module leur fonction dans 

les contextes étudiés, notamment lors d’une stimulation inflammatoire et d’une infection 

parasitaire par leishmania donovani. 

      Etant donné que les macrophages de la moelle osseuse jouent un rôle dans le maintien des 

cellules souches hématopoïétiques au sein de la niche hématopoïétique d’une part, et que d’autre 

part ils sont la descendance de ces mêmes cellules, nous nous sommes orientés vers l’étude de 

l’impact de Wnt4 sur la fonction des cellules souches hématopoïétiques. 

Dans cette optique, dans le deuxième article nous avons tenté de répondre aux questions 

suivantes : 

1- Est-ce que la délétion de Wnt4 dans les cellules souches hématopoïétiques influence 

leurs fonctions d’autorenouvellement et de différenciation à l’état basal ainsi que lors de 

stress réplicatifs tels que les greffes en série et l’inflammation ? 

2- Est-ce que la délétion de Wnt4 spécifiquement dans les macrophages affecte le maintien 

des cellules souches hématopoïétiques dans la moelle osseuse ? 
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ABSTRACT  

      Although intracellular Wnt signaling pathways need to be tightly regulated to promote 

hematopoietic stem cell self-renewal, the source and identity of important Wnt ligands in the bone 

marrow is still largely unknown. The non-canonical ligand Wnt4 is expressed in the bone marrow 

as well as in the stroma, and its overexpression in fetal liver cells facilitates thymic recovery; 

however, its impact on hematopoietic stem cell function remains unclear. Here, we report that the 

deletion of Wnt4 from hematopoietic cells in mice (Wnt4Δ/Δ) resulted in decreased lymphopoiesis 

at steady state. This was likely at least in part due to the increased pro-inflammatory environment 

present in the bone marrow of Wnt4Δ/Δ mice. Wnt4Δ/Δ hematopoietic stem cells displayed reduced 

reconstitution capacity in serial transplants, thus demonstrating defective self-renewal, and they 

expanded poorly in response to lipopolysaccharide stimulation. This appeared to be the result of 

the absence of Wnt4 in stem/progenitor cells, as myeloid-restricted Wnt4 deletion had no notable 

effect. Finally, we observed that Wnt4Δ/Δ stem/progenitor cells were more quiescent, presenting 

enhanced levels of stress-associated JNK phosphorylation and p16INK4a expression, likely 

contributing to the reduced expansion observed in transplants. 

      In conclusion, our results identify a new, largely autocrine role for Wnt4 in hematopoietic stem 

cell self-renewal, suggesting that regulation of Wnt signaling in hematopoiesis may not need Wnt 

secretion and could be independent of morphogen gradients. 

 

SIGNIFICANCE STATEMENT  

      Blood cell production in the adult is ensured by a small number of stem cells residing in the 

bone marrow. These stem cells can be “turned on” and increase blood formation when needed 

by a combination of factors present in their environment together with others that are produced 

by the stem cells themselves. Our results identify the protein Wnt4 as a factor whose expression 

by the blood forming cells greatly favors their accumulation in a situation of intense blood cell 

production. Our data thus put forward Wnt4 as a candidate to promote blood cell production, for 

example, after chemotherapy. 

3.1 Introduction 

      Hematopoietic stem cells (HSCs) give rise to all blood cells via different transitional states, 

conventionally defined as multipotent progenitors (MPPs) and lymphoid-primed multipotent 

progenitors (LMPPs) (Zhang et al., 2018, Laurenti and Gottgens, 2018, Hofer and Rodewald, 
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2018). The balance between HSC differentiation and self-renewal is maintained via multiple 

signals from the surrounding cells, including hematopoietic cells. These signals can become 

skewed toward myeloid lineage differentiation during inflammation and aging (“inflammaging"), 

promoting the activation and proliferation of myeloid-biased HSC clones, and resulting in 

decreased multilineage reconstitution in transplant assays (Chavakis et al., 2019, Dorshkind et 

al., 2020, Boettcher and Manz, 2017).  

      In addition to inflammatory cytokines, various Wnt signaling pathways also modulate HSC 

activation and maintenance. While Wnt/β-catenin and Wnt/Ca2+ pathways are associated with 

HSC activation and repopulation (Florian et al., 2013, Sugimura et al., 2012, Lento et al., 2014, 

Knapp et al., 2017, Luis et al., 2011), we and others have reported that HSC self-renewal is 

impaired in mice that lack the expression of various receptors associated with Wnt/planar cell 

polarity (PCP) pathway (Abidin et al., 2015, Sugimura et al., 2012, Lhoumeau et al., 2016). 

However, the role of individual Wnt ligands has received much less attention. Wnt3a-/- HSCs 

display impaired self-renewal in serial transplant despite the fact that Wnt3a is expressed at very 

low levels in adult bone marrow (BM) hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) (Luis et 

al., 2009), and this was reported to be the result of complete absence of Wnt/β-catenin signaling. 

In comparison, enhanced Wnt5a expression was associated with HSC aging (Florian et al., 2013) 

via the activation of Cdc42, a component of the Wnt/Ca2+ pathway, and a corresponding decrease 

in Wnt/β-catenin signaling. Previous data from our group suggest that the apparent switch from 

β-catenin-dependent to β-catenin-independent signaling may occur even earlier, during the switch 

from fetal to adult hematopoiesis (Kwarteng et al., 2018). Overall, HSPC differentiation and self-

renewal decisions appear based on the integration of graded signals from the different Wnt 

signaling pathways, often with opposing effects. 

      We have previously shown that Wnt4 activates the Wnt/PCP pathway (Heinonen et al., 

2011b), and its overexpression in hematopoietic cells improved thymic recovery after 

hematopoietic cell transplant (Heinonen et al., 2011b). However, the intrathymic impact of Wnt4 

on T lymphopoiesis is mainly dependent on its expression by thymic epithelial cells, and while 

Wnt4 is expressed in HSPCs as well as in the BM stroma (Louis et al., 2008, Florian et al., 2013, 

Sugimura et al., 2012, Tan et al., 2014, Heinonen et al., 2011b), its physiological role in regulating 

BM HSPC function has not yet been rigorously addressed.  

We report here that hematopoietic Wnt4 is necessary for efficient steady state lymphopoiesis. 

Moreover, Wnt4-deficient HSPCs cannot repopulate the thymus in competitive chimeras and fail 

at reconstituting secondary recipients. Hematopoietic Wnt4 deficiency leads to increased 
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inflammation in the BM and is associated with alterations in the expression of cell cycle regulators 

in HSCs. Our results thus demonstrate the importance of hematopoietic Wnt4 in the maintenance 

of HSC function. 

3.2 Materials and methods 

3.2.1 Experimental Animals 

      C57BL/6 (B6 CD45.2+), B6.SJL-PtprcaPepcb/BoyJ (B6 CD45.1+), B6.Cg-Commd10Tg (Vav1-icre) 

A2Kio/J (Vav-iCre), B6.129P2-Lyz2tm1 (cre) lfo/J (LysMCre) and B6.129X1-Gt (ROSA)26Sortm1 (EYFP) 

Cos/J (R26R-EYFP) mice were purchased from The Jackson laboratory (Bar Harbor, ME). Mice 

with a Wnt4 conditional allele have been described elsewhere (Shan et al., 2009) and were 

originally a kind gift from S. Vainio (Oulu University, Finland). Mice were bred and housed under 

specific pathogen-free conditions in sterile ventilated racks at the animal facility of INRS-Centre 

Armand-Frappier Santé Biotechnologie. Both males and females were included in the steady-

state analysis, but chimeras were all done using female mice. Sex-matched littermates were used 

as controls. For mixed BM chimeras, Vav-iCre+ Wnt4fl/fl (Wnt4Δ/Δ) or control BM cells (CD45.2+) 

were combined with 5x105 competitor cells (CD45.1+ or CD45.1+/CD45.2+) in a 1:1 Lin- Sca-1+ c-

Kit+ (LSK) CD150+ cell equivalent ratio (as previously detailed (Kwarteng and Heinonen, 2016, 

Hetu-Arbour et al., 2021a)) and injected into the lateral tail vein of lethally irradiated (2x450 rad) 

congenic recipient mice (CD45.1+/CD45.2+). For lipopolysaccharide (LPS) stimulation assays, 1 

dose of 1mg/kg was administered by intraperitoneal injection into Vav-iCre+ Wnt4fl/fl, LysMCre+ 

Wnt4fl/fl or control mice. The mice were analyzed 24 hours after the injection. For the sublethal 

irradiation experiment, 9-month-old Vav-iCre+ Wnt4fl/fl and control mice were given one dose of 

450 rad, and their recovery was monitored until day 17. The procedures were approved by the 

Comité institutionnel de protection des animaux of INRS in accordance with the Canadian Council 

on Animal Care guidelines.  

3.2.2 Flow cytometry 

      HSPC populations, thymocyte subsets and donor chimerism were determined as previously 

described (Abidin et al., 2015, Heinonen et al., 2011a). A mix of antibodies was also used in BM 

and spleen to have an overview of different mature cell populations, such as lymphocytes and 

myeloid cells. Antibodies were purchased from BD Biosciences (Missisauga, ON), eBioscience 

(San Diego, CA), or BioLegend (San Diego, CA) as indicated (see Supplemental Table 1). For 

intracellular staining, surface-stained samples were fixed and permeabilized using the FoxP3 
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staining kit (eBioscience), washed, and blocked with a final concentration of 1% BSA (Sigma-

Aldrich, Oakville, ON). Staining with pre-conjugated Ki-67 antibody was done for 1h at room 

temperature. Phospho-specific staining was done overnight at 4ºC. The next morning, the 

samples were washed and stained with an Alexa Fluor 488 secondary antibody for 30 min at room 

temperature. Cells were acquired on a four laser BD LSRFortessa flow cytometer (BD 

Biosciences, Mountain View, CA) and analyzed using FACS DiVa (v. 6.1) or FlowJo (v. 10.1) 

software. 

3.2.3 Cell sorting 

      The thymic capsules were digested by incubating them in 1 mL of DMEM supplemented with 

collagenase/dispase (0.125% w/v) and DNAse I (0.1% w/v) at 37ºC for 45 minutes to obtain 

thymic epithelial cells (TEC). The samples were resuspended by pipetting every 15 min, and half 

of the medium was refreshed. The fractions were pooled in 2mL of PBS supplemented with 0.1% 

of BSA, 0.5mM EDTA and 2% FBS Premium (Wisent Bioproducts, St-Bruno, QC). Single cell 

suspensions of thymic stroma were then enriched by negative selection using the EasySep 

mouse Streptavidin RapidSpheres isolation kit (StemCell Technologies, Vancouver, BC) with 

biotinylated CD45 antibody according to manufacturer’s instructions. The cells were further 

stained with FITC CD45.2 and APC CD326. Single cell suspensions of bone marrow cells were 

first enriched using the EasySep mouse HemProg enrichment kit (StemCell Technologies) 

according to manufacturer’s instructions. BM cells were further stained with Lineage antibodies in 

combination with FITC-conjugated streptavidin, PE-Cy7 Ly6A/E, and PE CD117. Cells were 

sorted for purity on a two-laser BD FACSJazz. See Supplemental Table 1 for additional details 

on antibodies. 

3.2.4 qRT-PCR 

      Cells were frozen in Trizol reagent (Invitrogen) after sorting. The manufacturer’s protocol was 

followed for total RNA extraction. RNAEasy columns (Qiagen) were used to concentrate and 

clean the preparation. High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems) was 

used to convert total RNA to cDNA. Taqman custom PreAmp kit (Applied Biosystems) was used 

to pre-amplified the cDNA product. Quantitative RT-PCR was performed using Taqman reagents 

and assays (Applied Biosystems; see Supplemental Table 2) on Stratagene Mx3000P instrument. 

Relative quantification was determined by using the ΔΔCT method. 



110 

3.2.5 Colony assays  

      BM single-cell suspensions were prepared in IMDM supplemented with 10% FBS Premium 

(Wisent Bioproducts). Cells were seeded in 35mm nonadherent petri dishes in methylcellulose-

based medium M3434 (104 cells/dish) or M3630 (5x104 cells/dish) (StemCell Technologies). The 

colonies were counted and identified based of their morphology after 7-10 days under an inverted 

microscope. Cells were then recovered by diluting in sterile PBS, and a constant fraction of the 

recovered cells (1/50) was used for replating. Secondary colonies were counted on day 10.  

3.2.6 Mitochondrial reactive oxygen and membrane potential  

      BM cells were harvested in PBS/0.1% BSA. The MitoSOX Red mitochondrial superoxide 

indicator reagent (Invitrogen) was added in a final concentration of 5µM, or Tetramethylrhodamine 

methyl ester (TMRM, for evaluating mitochondrial membrane potential; Invitrogen) at a final 

concentration of 0.5nM, and the cells were incubated for 30 min at 37ºC, after which they were 

washed and surface-stained for flow cytometry analysis as detailed above.  

3.2.7 Real time metabolic analysis 

      Sorted Lin-cKit+ BM progenitor cells were seeded at 7x104 cells per well in poly-L-lysine-

coated wells of a Seahorse XFe96 plate. The plate was centrifuged for 1 min at 450 g, after which 

the sort medium was replaced with Seahorse XF DMEM (pH 7.4), devoid of phenol red, 

bicarbonate, glucose, pyruvate, or glutamine. The cells were incubated for 2h at 37˚C with no CO2 

and their oxygen consumption was then measured using the XFe96 analyzer (Agilent) as per 

manufacturer’s instructions. 

3.2.8 Senescence-associated β-galactosidase assay 

      To evaluate SA-βgal activity, freshly harvested BM cells were treated with chloroquine and 

then incubated for 1h at 37ºC in the presence of C1,2-FDG (Invitrogen) as previously described 

(Noppe et al., 2009), after which the reaction was stopped, and the cells surface-stained for flow 

cytometry as detailed above. 
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3.2.9 Bone marrow cytokine analysis 

      Bone marrow cells from one hind leg were first harvested in 1 mL of PBS. After centrifugation, 

the supernatants were collected and stored at -30ºC until usage. The cytokine profiles of the 

supernatants were obtained using a membrane-based Proteome profiler mouse cytokine array kit 

(R&D Systems). Array images were analyzed using the NIH ImageJ image analysis software. 

3.2.10 Statistical analysis 

      Each panel represents at least three independent experiments. Two-tailed student's t test was 

used to determine statistical significance unless otherwise specified. P < 0.05 was considered 

significant. 

 

Tableau 3.1 Supplemental Table 1. List of antibodies used for flow cytometry. 

ANTIBODY FLUOROCHROME CLONE COMPANY 

CD16/32 (Fc block) Purified 2.4G2 BD Biosciences 

HSPC staining 

CD117 (cKit) PE 2B8 BD Biosciences 

CD135 (Flt3) PerCP-eFluor 710 A2F10 eBioscience 

CD150 Alexa Fluor 647 TC15-12F12.2 BioLegend 

Sca1 (Ly6A/Ly6E) PE-Cy7 D7 BD Biosciences 

CD3e Biotin 145-2C11 BD Biosciences 

CD11b Biotin M1/70 BD Biosciences 

CD45R/B220 Biotin RA3-6B2 BD Biosciences 
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GR1 (Ly6C/Ly6G) Biotin RB6-8C5 BD Biosciences 

Ter119 Biotin TER-119 BD Biosciences 

CD48 BV421 HM48-1 BD Biosciences 

Streptavidin V500  BD Biosciences 

CD45.1 FITCa / APC-Cy7b A20 BD Biosciences 

CD45.2 V450a / FITCb 104 BD Biosciences 

Thymocyte staining 

CD25 PE PC61 BD Biosciences 

CD3e PE-Cy7 145-2C11 eBioscience 

CD117 (cKit) APC 2B8 BD Biosciences 

CD4 APC-Cy7 GK1.5 BD Biosciences 

CD8a V450 53-6.7 BD Biosciences 

CD11b Biotin M1/70 BD Biosciences 

Ter119 Biotin TER-119 BD Biosciences 

GR1 (Ly6C/Ly6G) Biotin RB6-8C5 BD Biosciences 

CD45R/B220 Biotin RA3-6B2 BD Biosciences 

Streptavidin V500  BD Biosciences 

CD45.1 FITC A20 BD Biosciences 
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Overview staining 

IgM PerCP-eFluor 710 II/41 eBioscience 

CD19 PE 1D3 BD Biosciences 

CD3e PE-Cy7 145-2C11 eBioscience 

CD11b Alexa Fluor 647 M1/70 BD Biosciences 

IgD APC 11-26c.2a BD Biosciences 

GR1 (Ly6C/Ly6G) APC-Cy7 RB6-8C5 BD Biosciences 

CD4 APC-Cy7 GK1.5 BD Biosciences 

CD8a V450 53-6.7 BD Biosciences 

CD45R/B220c FITC RA3-6B2 BD Biosciences 

CD45.1 FITC A20 BD Biosciences 

Myeloid staining 

CD11b APC-Cy7 M1/70 BD Biosciences 

Ly6G PECy7 1A8 BD Biosciences 

Ly6C PerCP-Cy5.5 HK1.4 eBioscience 

F4/80 BV421 T45-2342 BD Biosciences 

CD45.1 APC A20 BD Biosciences 

CD45.2 FITC 104 BD Biosciences 
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Blood staining 

CD19 PE 1D3 BD Biosciences 

CD3e PE-Cy7 145-2C11 eBioscience 

GR1 (Ly6C/Ly6G) APC-Cy7 RB6-8C5 BD Biosciences 

CD11bc Alexa Fluor 647 M1/70 BD Biosciences 

CD45.1 APC A10 BD Biosciences 

CD45.2 FITC 104 BD Biosciences 

Red Blood Cell (RBC) staining 

CD71 eFluor 450 R17217 eBioscience 

CD41 PE MWReg30 BD Biosciences 

CD45 PE-CF594 30-F11 BD Biosciences 

Ter119 Biotin TER-119 BD Biosciences 

Streptavidin FITC  BD Biosciences 

Intracellular staining 

Phospho-Akt (Thr308) Purified D25E6 Cell Signaling 

Technology 

Phospho-β-catenin (Ser552) Purified D8E11 Cell Signaling 

Technology 
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Phospho-AMPKα (Thr172) Purified 40H9 Cell Signaling 

Technology 

PGC1α Purified Polyclonal Abcam 

Phospho-JNK1+JNK2+JNK3 

(Thr183;T183;T221) 

Purified EPR5693 Abcam 

CDNK2A/p16INK4a  Purified PABLO33B Abcam 

F(ab’)2-Goat anti-rabbit IgG 

(H+L) 

Alexa Fluor 488 A-11070 Invitrogen 

Ki-67 FITC SolA15 eBioscience 

TEC enrichment 

CD45 Biotin 30-F11 BioLegend 

TEC sorting 

CD45.2 FITC 104 BD Biosciences 

CD326 (Epcam) APC G8.8 BD Biosciences 

LSK sorting 

CD117 (cKit) PE 2B8 BD Biosciences 

Sca1 (Ly6A/Ly6E) PECy7 D7 BD Biosciences 

CD11b Biotin M1/70 BD Biosciences 

CD3e Biotin 145-2C11 BD Biosciences 
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Ter119 Biotin TER-119 BD Biosciences 

CD45R/B220 Biotin RA3-6B2 BD Biosciences 

GR1 (Ly6C/Ly6G) Biotin RB6-8C5 BD Biosciences 

CD8a Biotin 53-6.7 BD Biosciences 

CD11c Biotin HL3 BD Biosciences 

NK1.1 Biotin PK136 BD Biosciences 

Streptavidin FITC  BD Biosciences 

 

a Used if CD48 is absent of the mix 

b Used if CD48 is present in the mix 

c Used in the analysis of sub-lethal irradiated mice (without CD45.1 and CD45.2); not used in the 

analysis of transplanted mice 
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Tableau 3.2 Supplemental Table 2. TaqMan gene expression assays used for qRT-PCR 

GENE TAQMAN ASSAY ID 

Wnt4 Mm01194003_m1 

Cdkn1a Mm00432448_m1 

Cdkn1b Mm00438168_m1 

Cdkn1c Mm00438170_m1 

Cdkn2a (Ex1a; p16Ink4a) Mm00494449_m1 

Cdkn2a (Ex1b; p19Arf) Mm01257348_m1 

Cdkn2b Mm00483241_m1 

Cdkn2c Mm00483243_m1 

Cdkn2d Mm00486943_m1 

Trp53 Mm01731290_g1 

Rb1 Mm00485586_m1 

Ccnd1 Mm00432359_m1 

Ccnd2 Mm00438070_m1 

Ccnd3 Mm01612362_m1 

Ccne1 Mm01266311_m1 

Cdk4 Mm00726334_s1 
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Cdk6 Mm01311342_m1 

Myc Mm00487804_m1 

Axin2 Mm00443610_m1 

Ctnnb1 Mm00483039_m1 

Tcf7 Mm00493445_m1 

B2m Mm00437762_m1 
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3.3 Results  

3.3.1 Hematopoietic Wnt4 deficiency perturbs lymphocyte development  

      Although Wnt4 overexpression in fetal liver cells improved post-transplant recovery (Louis et 

al., 2008, Heinonen et al., 2011b), the physiological role of hematopoietic Wnt4 has not yet been 

conclusively demonstrated. To better address the importance of cell-intrinsic Wnt4 in HSPCs and 

hematopoiesis, we generated mice in which Wnt4 was ablated from all hematopoietic cells by 

Vav-iCre-mediated excision (Wnt4Δ/Δ). The deletion was highly efficient in hematopoietic 

progenitor cells [BM LSKs or early thymocyte progenitors (ETPs)] while sparing thymic epithelial 

cells (Supplemental Fig. 3.2).  

      Wnt4Δ/Δ spleen, BM and thymus displayed a 20-40% decrease in cellularity (Fig. 3.1A), 

suggesting perturbations in the differentiation or maintenance of at least one hematopoietic 

lineage. T lymphocytes, but not B lymphocytes, were significantly decreased in number in the 

spleen (Fig. 3.1B, 3.1C), suggesting that hematopoietic Wnt4 contributes to T lymphocyte 

generation or maintenance. In contrast, there was no difference in the number of granulocytes 

(GR1hi) or monocyte subsets (GR1low or GR1neg) in spleen (Fig. 3.1D, E) or BM (Fig. 3.1F, 3.1G). 

Therefore, the absence of Wnt4 did not alter the size of major myeloid populations. Although the 

numbers of B lymphocytes were not decreased in the spleen, their development in BM was 

somewhat affected by the hematopoietic deletion of Wnt4, as we observed a decreased number 

of pro-B lymphocytes (IgM- IgD-) and immature B lymphocytes (IgM+ IgD-). However, this 

decrease did not affect the number of mature B lymphocytes returning to the BM (IgM+ IgD+) 

(Fig. 3.1H, I), indicating that their proliferation and maturation in the periphery were not negatively 

impacted by the absence of Wnt4. Moreover, T lymphocyte progenitors were significantly 

decreased in the thymus (Fig. 3.1J, K and Supplemental Fig. 3.2A), starting with ETPs, which 

corroborates the decrease of T lymphocytes observed in the spleen (Fig. 3.1B, 3.1C) and 

suggests that the decrease in mature T lymphocytes is most likely due to reduced thymopoiesis. 

Similar to what we had previously shown in the complete absence of Wnt4 (Heinonen et al., 

2011a, Louis et al., 2008), there were no major alterations in the proportions of various thymocyte 

subsets. 
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Figure 3.1 Hematopoietic Wnt4 is required for efficient lymphopoiesis 

A) Numbers of splenocytes, BM cells (two femora + two tibiae) and thymocytes in 2-month-old mice. B) Flow 

cytometry analysis of splenic T and B lymphocyte populations. Numbers within the flow cytometry panels 

represent percentages of the different subsets over total splenocytes (top panels) or within CD3 ε+ cells 

(bottom panels). C) Numbers of cells within different lymphocyte subsets in the spleen. D-F) Flow cytometry 

analysis of myeloid populations D) in the spleen and F) in the bone marrow. Numbers within the flow cytometry 
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panels represent percentages of the different subsets within live cells. Numbers of cells in different myeloid 

subsets E) in the spleen and G) in the bone marrow. H) Flow cytometry analysis of the bone marrow B 

lymphocyte populations. Numbers within the flow cytometry panels represent percentages of the different 

subsets within CD19+ cells. I) Number of cells within different B lymphocyte subsets in the bone marrow. J) 

Flow cytometry analysis of thymocyte subpopulations. Numbers within the flow cytometry panels represent 

percentages of the different subsets over total thymocytes (top panels) or within Lin – cells (bottom panels). 

K) Numbers of various thymocyte subsets. Flow cytometry analysis are from a representative 2-month-old 

Wnt4Δ/Δ mouse and a littermate Vav-iCre+ Wnt4fl/+ control. The histograms represent compiled data (mean + 

SEM) from 12 mice per genotype for spleen, 11 for BM and 20 for thymus. *P <0.05, **P <0.005, ***P <0.0005 

(two-tailed, unpaired student’s t-test). 

 

          

 

Figure 3.2 Wnt4 is efficiently ablated in hematopoietic cells but expressed in thymic stroma 

A) Overlays representing YFP expression in different cell populations of Vav-iCre+ and Vav-iCre– mice by flow 

cytometry. B, C) Quantitative RT-PCR for Wnt4 expression in B) thymic epithemial cells (TEC) sorted from 

thymic capsules and C) LSK sorted from bone marrow. *P <0.05 (one-tailed, unpaired student’s t-test). 

 

      Wnt4 overexpression promotes the expansion of Flt3hi LMPPs, BM precursors for 

lymphocytes (Louis et al., 2008, Heinonen et al., 2011b). We therefore reasoned that the reduced 

lymphoid cellularity could be the result of quantitative or functional bias within the progenitor cell 

compartment in Wnt4Δ/Δ BM. There was no major difference in the number or frequency of different 

HSPCs in Wnt4Δ/Δ mice as compared to controls (Fig. 3.3A-3.3D and Supplemental Fig. 3.2B, 

3.2C). However, Wnt4Δ/Δ BM cells showed a slightly increased tendency to form myeloid colonies 



122 

(Fig. 3.3E), concomitant with a 2-fold decrease in the number of pre-B lymphocyte colonies 

(Fig. 3.3F). Together with the results obtained with mature cells, these data suggest that deletion 

of Wnt4 in hematopoietic cells did not influence HSPC numbers, but interferes with their function, 

including their ability to differentiate into lymphocytes, resulting in a decrease in spleen and 

thymus cellularity. 

 

                                  

Figure 3.3 Wnt4Δ/Δ HSPCs are present in normal numbers but contain fewer functional lymphocyte 

precursors. 

A, C) Flow cytometry analysis of the bone marrow progenitor cell populations from a representative 2-month-

old Wnt4Δ/Δ mouse and a littermate control. Numbers within the flow cytometry panels represent percentages 

of A) Lin – cKithi Sca1+ (LSK) cells over total bone marrow (top panels) or subpopulations within LSKs (bottom 

panels) and C) granulocyte-monocyte progenitor (GMP) cells (top panels) or subpopulations within Lin-
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Sca1+CD41-CD16/32 – cells (bottom panels) over total BM.  B, D) Numbers of cells within different progenitor 

subsets in two femora + two tibiae of 2-month-old mice. The histograms represent compiled data from B) 31 

animals and D) 13 animals per group (mean + SEM). E) Numbers of colonies having grown from 104 BM cells 

plated in M3434 methylcellulose-based medium. CFC, Colony forming cell; E/Meg, Erythroid/megakaryocyte; 

G, Granulocyte; M, Monocyte/Macrophage; GM+GEMM, Granulocyte/macrophage or 

Granulocyte/erythroid/macrophage/megakaryocyte. F) Number of colonies having grown from 5x104 BM cells 

plated in M3630 methylcellulose-based medium (pre-B CFC). *P <0.05, **P <0.005 (two-tailed, paired student’s 

t-test). 

 

                          

Figure 3.4 Steady-state progenitor cell analysis templates 

A) Within live single thymocytes, CD8 α, CD3 ε and lineage (CD11b, GR1, B220 and Ter-119) negative cells are 

first selected. These negative cells are then divided into ETP, DN2, DN3 and DN4 cells using CD117 and CD25 

markers. Also, CD4+ and CD8 α+ single positive cells are identified as well as double positive (DP) cells. B) 



124 

HSPCs are first selected from the lineage negative (Lin-) compartment of live single cells. Within this 

population, cKithi and Sca1+ form the LSK population, where HSCs and different progenitors are identified 

using CD135, CD48 and CD150. C) Cells are first selected from the lineage negative (Lin-) compartment of live 

single cells. Within this population, cKithi and Sca1- form the myeloid progenitor cell (MPC) population, which 

can be further divided in Megakaryocyte progenitors (MkP; CD150+ CD41+); Granulocyte-monocyte progenitors 

(GMP; CD16/CD32+ CD41- CD150-); Erythroid colony-forming units (CFU-E; CD16/CD32– CD41- CD105+ CD150-

) and their precursor cells (Pre-CFU-E; CD16/CD32– CD41 – CD105+ CD150+); megakaryocyte-erythrocyte 

precursors (Pre-MegE ; CD16/CD32– CD41– CD105 – CD150+); and pre-GMPs (CD16/CD32– CD41- CD105- CD150). 
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3.3.2 Wnt4/ HSCs display impaired self-renewal and long-term reconstitution 

      To study the impact of Wnt4 in HSC function, we generated mixed BM chimeras and analyzed 

their hematolymphopoietic output over 20 weeks in a competitive transplantation assay 

(Fig. 3.5A). Peripheral blood analysis showed that Wnt4Δ/Δ donor-derived cells generated myeloid 

and lymphoid cells at lower than expected frequencies (Fig. 3.5B and Supplemental Fig. 3.6). 

This was reflected in a decreased contribution of Wnt4Δ/Δ donor cells to the BM stem/progenitor 

cell compartment (Fig. 3.5C), although the number of Wnt4Δ/Δ CD150+ LSKs was comparable to 

controls (Fig. 3.5C). Moreover, Wnt4Δ/Δ donor cells generated a reduced number of myeloid and 

lymphoid progeny in BM (Fig. 3.5D) as well as in thymus (Fig. 3.5E). These results collectively 

indicate that although Wnt4Δ/Δ HSCs were able to seed the recipient BM, their hematopoietic 

output could not compare to that of wild-type cells in the face of competition. 

      To verify the function of Wnt4Δ/Δ long-term HSCs, we performed secondary transplants 

(Fig. 3.5F). The contribution of Wnt4Δ/Δ donor cells was already disproportionately low at the early 

time points in peripheral blood and decreased more than ten-fold to near negligible levels by 18 

weeks (Fig. 3.5G). In comparison, the proportion of donor-derived cells in control mice at 6 weeks 

reflected very closely their contribution to the BM in primary recipients, and although this 

proportion also declined over time, they still represented approximately 30% peripheral blood 

granulocytes at 18 weeks. Indeed, although present in the BM of secondary transplant recipients, 

the function of Wnt4Δ/Δ HSCs appeared significantly reduced, as only a small number of Wnt4Δ/Δ 

MPPs was detected (Fig. 3.5H). Moreover, when we normalized the number of donor CD150+ 

LSKs recovered from secondary transplant recipients to the number of donor CD150+ LSKs found 

in individual grafts, the expansion of Wnt4Δ/Δ cells was decreased by three-fold as compared to 

controls (Fig. 3.5I). Taken together, these results demonstrate that hematopoietic Wnt4 has a 

crucial role in regulating HSC self-renewal and differentiation, as Wnt4Δ/Δ HSCs compete less 

effectively compared to controls. 
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Figure 3.5 Hematopoietic cell-intrinsic Wnt4 promotes BM reconstitution and HSC self-renewal 
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A) Experimental design of primary competitive transplant. B) Donor chimerism for Gr1hi cells (left panel), CD19+ 

B lymphocytes (middle panel) and CD3 ε+ T lymphocytes (right panel) in recipient mice at different times after 

transplant. C) Proportion (left panel) and number (right panel) of donor-derived HSPCs in BM (two femora + 

two tibiae) 20 weeks after transplant. D) Number of different donor-derived BM cells 20 weeks after transplant. 

E) Number of donor-derived thymocytes 20 weeks after transplant. The data for primary transplants are 

compiled (mean + SEM) from at least four independent transplant experiments (seven for peripheral blood and 

HSPCs; six for thymocytes) for a total of 20-30 recipients per group. F) Experimental design of secondary 

transplant, where the donor mice are the primary transplant recipients. G) Donor chimerism for Gr1hi cells at 

different times after secondary transplant. H) Number of donor-derived HSPCs in BM (two femora + two tibiae) 

20 weeks after transplant. I) CD150+ LSK expansion from primary to secondary transplant. The data for 

secondary transplants are compiled from three independent transplant experiments. *P <0.05, **P <0.005, ***P 

<0.0005 (two-tailed, unpaired student’s t-test). 

 

                    

Figure 3.6 Post-transplant peripheral blood analysis template 

Within live single cells, select SSChi GR1hi cells to form the granulocyte population. On the rest of the cells, 

CD3e+ cells are T cells, CD 19+ cells are B cells. From these three populations, a CD45.1 and CD45.2 graph is 

used to identify the donor (CD 45.2+), competitor (CD45.1+) and host (CD45.1+ CD45.2+) cells. 
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3.3.3 Wnt4 deletion impairs CD150+ LSK expansion upon LPS stimulation  

      Reduced competitive repopulation could be due to impaired migration or an impaired 

activation and expansion in the post-transplant BM. HSCs are known to exit their dormant state 

and proliferate in response to inflammatory signals in order to replenish the hematopoietic system 

(Nagai et al., 2006, Pietras, 2017). When the mice were challenged with lipopolysaccharide (LPS) 

to generate systemic inflammation and to evaluate HSC activation in their native environment, 

Wnt4Δ/Δ HSC expansion in BM was suppressed when compared to control littermates (Fig. 3.7A, 

3.7B). However, this decrease appeared specific to the BM, since there was no difference in 

CD150+ LSK accumulation in the spleen (Fig. 3.7B), the major site of extramedullary 

hematopoiesis in pathological conditions (Chiu et al., 2015, Oda et al., 2018). These data suggest 

that Wnt4Δ/Δ HSCs have a reduced capacity to expand in response to an inflammatory stimulus. 

Alternatively, although not exclusively, the absence of Wnt4 could alter the systemic response 

and result in changes in BM cytokine environment. 

      A broader assessment of the cytokine and chemokine profile revealed a more inflammatory 

environment in Wnt4Δ/Δ BM treated with LPS compared to the treated control (Fig. 3.7C), 

implicating an increase in several inflammatory mediators (IL-1 α/β, IL-12/IFN – , CCL5, CXCL9, 

CXCL10, CXCL11) (Fig. 3.7C and Supplemental Fig.3.8). Furthermore, there was an important 

increase of granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) in Wnt4/ BM (Fig. 3.7C and 

Supplemental Fig. 3.8), indicative of a strong response to LPS. Some factors, such as IL-1 α/β 

and IL-3, were already elevated at baseline in Wnt4Δ/Δ mice. These data point towards a pro-

inflammatory BM environment contributing to an inherent bias against lymphopoiesis.  

HSC activation has also been associated to a switch from non-canonical to canonical Wnt 

signaling (Sugimura et al., 2012). Moreover, although β-catenin alone will ultimately result in HSC 

exhaustion, it has been shown to promote HSC expansion when in combination with active Akt 

signaling (Perry et al., 2011). Conversely, inflammation-induced HSC proliferation is often 

accompanied by PI3K/Akt activation (Essers et al., 2009, Porter et al., 2016, Hemmati et al., 

2019). Therefore, we evaluated the expression of phosphorylated β-catenin (Ser552) and Akt 

(Thr308) in BM HSCs with and without LPS. Control HSCs showed an increase of β-catenin 

(Ser552) and Akt (Thr308) phosphorylation upon LPS injections compared to steady state 

(Fig. 3.7D, 3.7E). In contrast, β-catenin and Akt activation was not significantly increased in LPS-

stimulated Wnt4Δ/Δ HSCs, although it must be noted that Wnt4Δ/Δ HSCs tended toward increased 

activation of β-catenin already at steady state (Fig. 3.7D,3.7E). These results show that β-catenin 

levels were not decreased in Wnt4Δ/Δ HSCs and suggest that imbalanced Akt/β-catenin signaling 
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could be involved in the decreased expansion of Wnt4Δ/Δ HSCs in inflammatory context. 

Furthermore, the pro-inflammatory state in the Wnt4Δ/Δ BM environment could not only interfere 

with lymphopoiesis but also disturb HSC long-term maintenance. 

 

                

Figure 3.7 LPS stimulation affects Wnt4Δ/Δ HSC expansion 

A, B) Top panels, numbers LSK CD150+ cells within A) BM and B) spleen of 2-month-old Wnt4Δ/Δ mice and 

littermate controls, injected or not with LPS. Left panels show numbers per leg (1 femur + 1 tibia), while 

representative flow cytometry analysis are shown on the right. The histograms represent compiled data from 

5-6 animals per group (mean + SEM). C) Cytokine profile analysis in BM plasma of 2-month-old mice. Mean 

fluorescence intensity (MFI) of D) phosphorylated-β-catenin (Ser522) and E) phosphorylated-AKT (Thr308) in 

BM HSPCs (LSK CD150+), normalized to non-injected control mice (left panels). Flow cytometry analysis from 

a representative experiment (right panel). The histograms represent compiled data from 4 independent 

experiments (mean + SEM). *P <0.05, **P <0.005, ***P <0.0005 (two-tailed, paired ANOVA). 
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Figure 3.8 Cytokine profile in bone marrow supernatant  

A) Every pair of dots represent one cytokine detected in the BM supernatant of 2-month-old Wnt4Δ/Δ mice and 

a littermate control, injected or not with LPS. B) The dots refer to the cytokines listed.



 

 

3.3.4 Wnt4 deficiency in the myeloid lineage is not sufficient to interfere with 

lymphopoiesis or LPS-induced HSC expansion  

      The deletion of Wnt4 in hematopoietic cells impaired HSC expansion upon LPS injection. 

However, HSCs receive instruction from multiple sources, including other cells of hematopoietic 

origin. Among these cells, macrophages (Winkler et al., 2010) and granulocytes (Zhu et al., 2017) 

contribute to HSC maintenance and mobilization not only at steady state but also during 

emergency myelopoiesis in response to an inflammatory environment. In addition, granulocytes 

contribute to hematopoietic recovery after BM transplant (Bowers et al., 2018). Considering that 

overexpression of Wnt4 had a cell-intrinsic impact on myeloid cells (Heinonen et al., 2011b), and 

that the pro-inflammatory cytokine and chemokine signature included several factors secreted 

mainly by myeloid cells, we decided to further investigate whether the lack of Wnt4 in the myeloid 

compartment were sufficient to affect HSC behaviour.  

      Therefore, to better evaluate the contribution of other hematopoietic cells in the BM, we opted 

to ablate Wnt4 in macrophages and granulocytes using the LysM-Cre strain (Shi et al., 2018, 

Abram et al., 2014). As expected, LysM-Cre activity was most efficient in granulocytes, followed 

by macrophages and monocytes both in spleen and BM (Supplemental Fig. 3.10A). Unlike Vav-

iCre, LysM-Cre-mediated Wnt4 deletion did not disturb BM, spleen or thymus cellularity 

(Supplemental Fig. 3.10B). Furthermore, it had no major impact on myeloid populations in the BM 

or spleen (Supplemental Fig. 3.10C, 3.10D); T lymphocytes were present at expected numbers 

in the thymus (Supplemental Fig. 3.10E); and there was no difference in HSPC numbers in the 

BM (Fig. 3.9A and Supplemental Fig. 3.10F). Finally, when LysM-Cre Wnt4Δ/Δ mice were 

challenged with LPS, HSC expansion was not impaired (Fig. 5A, B). These data thus indicate that 

Wnt4 regulates HSC function independently of myeloid cells and support the finding that the effect 

of Wnt4 on HSCs is truly cell-intrinsic.  
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Figure 3.9 HSC expansion is independent of Wnt4 depletion in myeloid cells 

A, B) Numbers of LSK CD150+ cells within A) BM and B) spleen of 2-month-old LysMCre+ Wnt4fl/fl (LysM Wnt4Δ/Δ)  

mice and littermate controls, injected or not with LPS. The histograms represent compiled data from 7 

independent experiments (mean + SEM). Representative flow cytometry analyses are shown on the right. *P 

<0.05 (two-tailed, paired ANOVA).  
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Figure 3.10 Mice with myeloid-specific Wnt4-deletion have normal hematolymphopoiesis 

A) Overlays representing YFP expression in different cell populations of LysM-Cre+ and LysM-Cre – mice by 

flow cytometry. B) Numbers of splenocytes, BM cells (2 femora + 2 tibiae) and thymocytes in 2-month-old 

LysMCre+ Wnt4fl/fl (LysM Wnt4Δ/Δ) mice and their littermate controls. Numbers of cells within different myeloid 

subsets in the C) spleen and D) BM. E) Numbers of cells within different thymocytes populations. F) Numbers 

of cells within different progenitor subsets in the BM. See also Supplemental Fig. 2 for gating strategies. The 

histograms represent compiled data from 10 animals per group (mean + SEM) for spleen and BM and 8 for 

thymus. None of the differences were statistically significant. 
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3.3.5 Wnt4 deficiency alters the expression of cell cycle regulators  

      Given the importance of non-canonical Wnt signaling in maintaining HSC quiescence 

(Sugimura et al., 2012, Povinelli and Nemeth, 2014), we hypothesized that the decrease in 

Wnt4Δ/Δ HSC self-renewal and differentiation capacity could be a consequence of an early 

exhaustion. Reactive oxygen species (ROS) production in mitochondria is normally very low in 

quiescent HSCs and intermediate in cycling cells, while elevated levels of ROS can lead to HSC 

exhaustion (Ludin et al., 2014). Wnt4Δ/Δ CD150+ LSKs displayed on average an increased level 

of ROS, with individual levels ranging from low to high (Fig. 3.11A). However, there was no 

change in mitochondrial membrane potential (Fig. 3.11B) or in the level of transcription 

factor PGC1 α responsible for mitochondrial biogenesis (Fig. 3.11C), suggesting that there was 

no major difference in the number or integrity of mitochondria in Wnt4Δ/Δ HSCs. Moreover, there 

was no change in the activity of the energy sensor AMPK (Fig. 3.11D) or in the overall oxygen 

consumption between control and Wnt4Δ/Δ cells (Supplemental Fig. 3.12A), suggesting that 

Wnt4Δ/Δ HSCs were not more metabolically active than control cells. Instead, we observed an 

increased activation of the stress-associated kinase JNK as seen by an increased 

phosphorylation of the active site tyrosine residue (Fig. 3.11E), as well as increased expression 

of the cell cycle inhibitor p16INK4a (Fig. 3.11F) in Wnt4Δ/Δ HSCs. A more global assessment of the 

expression of a panel of cell cycle associated genes revealed also an upregulation of 

Cdkn2a/p19Arf, which is a splice variant expressed from the same gene locus as Cdkn2a/p16Ink4a 

(Supplemental Fig. 3.12B). There was also a tendency towards the upregulation of other cyclin-

dependent kinase inhibitor genes, such as Cdkn1b/p27Kip and Cdkn2c/p18Ink4c in Wnt4Δ/Δ LSKs 

(Supplemental Fig. 3.12B). However, there was no significant difference in the proportion of Ki-

67+ cycling HSCs (Supplemental Fig. 3.12C), suggesting that Wnt4Δ/Δ cells are not more 

quiescent than their normal counterparts, but may present signs of other forms of cellular stress 

that could interfere with their cell cycle entry and/or progression. 

      Aging is associated with the expansion of phenotypic HSCs that are frequently biased toward 

myeloid differentiation and whose capacity to clonally expand is reduced (Rossi et al., 2005). To 

evaluate the impact of Wnt4 in early HSC aging, we analyzed HSCs from 8-12-month old mice. 

These cells would not be considered aged in the case of wild-type mice. Similar to what we had 

seen in younger mice, there was no difference in HSC numbers between Wnt4Δ/Δ BM and 

littermate controls (Fig. 3.11G), confirming that the absence of Wnt4 did not promote their 

accumulation. Rather, when we evaluated the proportion of cycling HSCs using Ki-67, we 

observed reduced frequencies of active Wnt4Δ/Δ CD150+ LSKs in these older mice (Fig. 3.11H), 
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in line with the apparent increase in cell cycle inhibitors seen in younger mice. A permanent growth 

arrest could be further associated with cellular senescence. We therefore assessed senescence-

associated-β-galactosidase (SA-βgal) activity in older HSCs and observed an increased 

percentage of CD150+ LSKs positive for SA-βgal from Wnt4Δ/Δ BM as compared to littermate 

controls (Fig. 3.11I). This difference was not observed in young adult mice (Supplemental 

Fig. 3.12D). Together these results suggest that Wnt4Δ/Δ HSCs present problems with activation, 

which would result in their decreased long-term competitive repopulation ability after transplant.  

 

 

Figure 3.11 Wnt4 depletion enforces p16INK4A expression and promotes HSC quiescence 

A-F) Flow cytometry analysis (expressed as relative MFI) of A) mitochondrial superoxide (ROS), B) 

mitochondrial membrane potential (TMRM), C) mitochondrial numbers (PGC1 α), D) cellular energy levels 

(phospho-AMPKα), E) stress-associated phospho-JNK activity and F) cell cycle inhibitor p16/INK4A in BM 

CD150+ LSKs from 2 to 4-month-old Wnt4Δ/Δ mice and littermate controls (left panels). The data are normalized 

to a negative control. Representative flow cytometry data are shown on the right panels. G) Number of BM 
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CD150+ LSKs from 8-12-month-old Wnt4Δ/Δ mice and littermate controls (left panel) with representative flow 

cytometry analysis (right panel). Frequency of H) Ki-67 and I) SA-β-galactosidase positive cells within CD150+ 

LSKs from 8 to 12-month-old Wnt4Δ/Δ mice and littermate controls (left panels). Representative flow cytometry 

analyses are shown on the right. Histograms represent compiled data from 4 to 11 animals per group (mean + 

SEM). *P <0.05 (two-tailed, unpaired student’s t-test). 

 

Figure 3.12 Metabolic and cell cycle analysis. 

A) Oxygen consumption rate for Lin-cKithi progenitor cells in culture. B) Relative expression of cell cycle genes 

by quantitative RT-PCR in LSK sorted from bone marrow. Frequency of C) Ki-67 and D) SA-β-galactosidase 

positive cells within CD150+ LSKs from young adult Wnt4Δ/Δ mice and littermate controls. *P <0.05 (one-tailed, 

unpaired student’s t-test). N=3 for both groups. 

3.3.6 Wnt4 is dispensable for short-term recovery but promotes the function 

of stem-cell-like progenitors after sub-lethal irradiation 

      To determine if aging further affected the impact of Wnt4 on HSC activation and differentiation, 

we evaluated hematopoietic recovery after sub-lethal irradiation in 9-month-old Wnt4Δ/Δ mice and 

littermate controls (Fig. 3.13A). There were no major differences in the recovery of myeloid cells 

or platelets in peripheral blood up to 17 days after irradiation (Fig. 3.13B, Supplemental 

Fig. 3.14A), although we did observe a peak of CD71hi pro-erythroblasts in Wnt4Δ/Δ mice on 

day 14 (Fig. 3.13B). Erythroblasts were also present in larger numbers in the Wnt4Δ/Δ BM and 
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spleen on day 14 (Supplemental Fig. 3.14B, 3.14C), while myeloid cells (granulocytes and 

monocytes) were specifically upregulated in the Wnt4Δ/Δ spleen. These differences were lost by 

day 17, suggesting that the Wnt4Δ/Δ mice recovered slightly more rapidly, but displayed no major 

overall advantage. There was no difference in the number of BM HSPCs on day 14 or day 17 

(HSCs, MPPs; Fig. 3.13C), but their ability to form colonies with high proliferative potential was 

significantly reduced (Fig. 3.13D). This was further demonstrated by replating, which resulted in 

a 3-fold decrease in the number of secondary colonies from Wnt4Δ/Δ BM cells (Fig. 3.13E). Similar 

to what was already seen at steady state, there was an increase in mitochondrial ROS levels 

(Fig. 3.13F) as well as in active phospho-JNK (Fig. 3.13G) in Wnt4Δ/Δ HSCs. These results show 

that Wnt4 is dispensable for short-term myeloid recovery, but confirm our results from the 

transplant experiments, indicating impaired long-term repopulating potential. 
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Figure 3.13 Wnt4 promotes functional recovery of stem-like progenitors with high proliferative potential 
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A) Experimental design of sub-lethally irradiated mice. B) Number of red blood cells (RBC), immature RBC, 

platelets, neutrophils (GR1hi), monocytes (GR1lo) and B cells (CD19+) in the blood of Wnt4Δ/Δ mice and littermate 

controls at different times after irradiation. C) Numbers of HSPCs in BM (one femur + one tibia) 14 days and 17 

days after irradiation. D) Number of colony forming cells (CFC) with high proliferative potential (HPP) (left 

panel) and total CFC (right panel) having grown from 104 BM cells plated in M3434 methylcellulose-based 

medium. E) Number of secondary CFC after replating a fixed fraction of cells recovered from primary colonies. 

F-G) Flow cytometry analysis (expressed as relative MFI) of F) mitochondrial ROS and G) phospho-JNK in BM 

CD150+ LSKs on day 17 after irradiation. The data are normalized to an unirradiated control. Representative 

flow cytometry data are shown on the right panel. Histograms represent compiled data from 3 animals per 

group for HSPCs and replated CFCs (mean + SEM) and from 6 animals per group for primary CFCs. *P <0.05 

**P <0.005 (two-tailed, unpaired student’s t-test). 
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Figure 3.14 Wnt4 is dispensable for sort-term hematopoietic recovery after sub-lethal irradiation 

A) Post-irradiation red blood cells (RBC) analysis template. Within live single cells, CD45 negative cells are 

first selected. RBCs are divided in Fractions I (CD71high Ter119low/– proerythroblasts), II (CD71high Ter119high early 

erythroblasts), III (CD71int Ter119high) and IV (CD71low/– Ter119+ late erythroblasts and mature RBCs) using CD71 

and Ter119 markers. Platelets are found in the CD41+ Ter119- population within CD45 – cells. CD45+ cells were 

considered white blood cells (WBC). B-E) Number of cells in sub-lethally irradiated 9-month-old Wnt4Δ/Δ mice 

and littermate controls at 14 and 17 days after irradiation. Number of RBC fractions and platelets in the B) BM 

and the C) spleen. Number of cells within different myeloid subsets in the D) BM and the E) spleen. The 

histograms represent compiled data from 3 animals per group (mean + SEM). *P <0.05 (two-tailed, unpaired 

student’s t-test). 
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3.4 Discussion 

      Despite the existence of numerous studies on canonical Wnt signaling in HSC self-renewal 

and differentiation, relatively little is still known about the role of Wnt/PCP pathway (Richter et al., 

2017, Staal et al., 2016). Moreover, the importance of Wnt secretion in general on BM 

hematopoiesis has been questioned with the development and testing of Porcupine inhibitors that 

interfere with Wnt post-translational processing and secretion (Kabiri et al., 2015). We have 

focused our study on Wnt4, a non-canonical ligand in HSPCs (Louis et al., 2008, Heinonen et al., 

2011b), which has also been shown to signal in an autocrine fashion, independent of acylation 

and secretion (Rao et al., 2019). Wnt4 overexpression in fetal liver cells has been shown to 

promote thymic recovery after hematopoietic cell transplantation (Louis et al., 2008), but its direct 

impact on HSPCs and BM hematopoiesis has not been conclusively demonstrated. We were 

therefore interested in determining the impact of hematopoietic cell-intrinsic Wnt4 deletion on 

HSPC fate, behavior and maintenance. Our results presented here show that Wnt4 deficiency in 

hematopoietic cells reduces HSC expansion and long-term self-renewal while disturbing lymphoid 

differentiation. 

      The role of Wnt4 in regulating thymus cellularity has been well established (Louis et al., 2008, 

Heinonen et al., 2011a, Mulroy et al., 2002), but the impact of pre-thymic Wnt4 on T lymphopoiesis 

has remained unclear. Most importantly, although overexpression of Wnt4 in hematopoietic cells 

facilitated thymic recovery after transplant (Louis et al., 2008), enhanced thymopoiesis did not 

correlate directly with the frequency of Wnt4 overexpressing cells (Heinonen et al., 2011b), 

suggesting that at least part of the impact was not cell-autonomous. Moreover, the absence of 

Wnt4 in the thymus stroma certainly has a dominant effect on thymus size and cannot be 

compensated for by the presence of precursors that have been generated in a Wnt4-sufficient 

BM environment (Heinonen et al., 2011a). However, Wnt4 is expressed by both fetal and BM 

HSPCs (Florian et al., 2013, Luis et al., 2010), in addition to BM stromal components, including 

those found in the vascular niche (Sugimura et al., 2012, Tan et al., 2014, Silberstein et al., 2016). 

We therefore generated hematopoietic-specific Wnt4Δ/Δ mice, and found that although stromal 

Wnt4 was sufficient to maintain normal HSPC numbers, including those of lymphoid-primed Flt3+ 

LMPPs, in contrast to conventional Wnt4-/ – mice (Louis et al., 2008), Wnt4Δ/Δ HSPCs were much 

less efficient in promoting lymphopoiesis as shown by a decrease in thymic cellularity (Fig. 3.1K) 

and in immature BM B lymphocytes (Fig. 3.1H, 3.1I).  This was corroborated by in vitro colony-

forming assays, showing reduced B-lymphoid potential in the Wnt4Δ/Δ BM (Fig. 3.3C). We 
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therefore conclude that both intrathymic and BM Wnt4 are important for promoting T 

lymphopoiesis and appear to act via discreet but complementary mechanisms. 

      HSPCs are responsible for the replenishment of the immune system by maintaining 

homeostatic peripheral blood cells counts at steady state and by adapting the output in response 

to inflammation to generate increased numbers of myeloid cells to counter pathogens (Boettcher 

and Manz, 2017). Among other receptors to recognize pro-inflammatory cues, HSPCs express 

TLR4, and its stimulation by LPS induces stem cells to quit their dormant state and promotes a 

myeloid bias (Nagai et al., 2006, MacNamara et al., 2011) via cell-intrinsic and – extrinsic 

mechanisms. When persistent, LPS stimulation will lead to HSC exhaustion and the depletion of 

lymphocyte potential (Takizawa et al., 2017, Liu et al., 2015). Furthermore, inflammatory 

cytokines, such as IL-1 β (Pietras et al., 2016) and IFN- (de Bruin et al., 2013, de Bruin et al., 

2012) can directly promote myeloid-biased differentiation and, in the long-term, impair HSC self-

renewal. Although Wnt4Δ/Δ HSC numbers were not affected at steady state (Fig. 3.3B, 3.7A), their 

expansion was reduced in response to LPS in Wnt4Δ/Δ BM (Fig. 3.7A). Wnt4Δ/Δ BM environment 

was rich in pro-inflammatory cytokines, including IL-1 α/β, IL-12, and IFN-, and in IFN--

responsive chemokines, CXCL9, CXCL10 and CXCL11, indicating that Wnt4 would have an anti-

inflammatory effect in the BM. Interestingly, myeloid-specific Wnt4 deletion using LysMCre mice 

did not have the same impact, indicating that the impact of Wnt4 on HSPCs was not due to its 

absence in surrounding myeloid cells (Fig. 3.9A), although they comprise a significant proportion 

of BM hematopoietic cells. LPS-mediated cytokine storm has been shown to involve peritoneal 

CD5+ B1a lymphocytes (Weber et al., 2015) that would not be affected by LysM-Cre-mediated 

deletion. However, HSPCs may also directly contribute to cytokine secretion (Zhao et al., 2014a), 

which could alter the BM environment in Vav-Cre Wnt4Δ/Δ mice. Alternatively, the absence of Wnt4 

may sensitize HSPCs to stress (as suggested by increased ROS, phospho-JNK and p16INK4a 

expression in Wnt4Δ/Δ HSPCs). Inflammatory cell death would then lead to the release of DAMPs 

(or death-associated molecular patterns) that will further promote the secretion of inflammatory 

cytokines and contribute to decreased HSPC function (Wagner et al., 2019). Overexpression of 

Wnt4 in osteoblasts inhibits NF-κB, thereby reducing inflammation in mouse model of 

osteoporosis (Wang et al., 2014b). Our results imply that hematopoietic Wnt4 has a similar 

function in regulating inflammation in the BM. 

      Wnt4 has been associated with various intracellular signaling pathways in different cell types 

(Wang et al., 2014b, Bernard et al., 2008, Ring et al., 2014), but its role in HSPCs appears β-

catenin-independent and rather dependent on the PCP receptor Fzd6 (Louis et al., 2008, 
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Heinonen et al., 2011b). Non-canonical Wnt signaling has been alternatively linked to HSC 

maintenance (Sugimura et al., 2012, Abidin et al., 2015, Lhoumeau et al., 2016) or ageing (Florian 

et al., 2013), depending on the individual ligands and receptors under study. Notably, Wnt/PCP 

receptors have been mostly associated with HSC maintenance, either via suppression of β-

catenin and IFN-mediated HSC activation (Sugimura et al., 2012) or by regulating HSC migration 

and cell cycle (Lhoumeau et al., 2016). Although we observed increased inflammation in the 

Wnt4Δ/Δ BM, including the secretion of IFN-responsive factors, Wnt4Δ/Δ CD150+ LSKs did not show 

consistently enhanced β-catenin activation, in contrast to what was shown for Fzd8-/- or 

Celsr2/Fmi-/– HSCs (Sugimura et al., 2012). It remains still possible that a subpopulation of cells 

could display such an increase in canonical Wnt signaling, but it would not appear to lead to 

increased HSC activation. To the contrary, there was a decrease in Ki-67+ cycling HSCs in older 

Wnt4Δ/Δ mice, as well as an increased expression of the cell cycle inhibitor CDKN2A (p16INK4a). 

These results are more in line with the phenotype of Ptk7-/ – mice (Lhoumeau et al., 2016), whose 

functional HSC pool is diminished due to increased quiescence combined with impaired migration. 

There is no difference in the number of donor-derived HSPCs in the BM of primary transplant 

recipients, suggesting that Wnt4Δ/Δ HSPCs are able to reach the BM and settle there. Although 

we cannot formally exclude the possibility of impaired migration, similar to Ptk7-/ – (Lhoumeau et 

al., 2016) or Wnt5a+/ – mice (Schreck et al., 2017), our results with LPS stimulation (Fig. 4) and the 

sublethal irradiation model (Fig. 3.13) demonstrate that Wnt4Δ/Δ HSPCs present deficiencies in 

expansion and/or self-renewal even in their native environment. Interestingly, p16INK4a expression 

has been associated with decreased repopulation capacity independent of homing to the BM 

(Janzen et al., 2006). 

      The reason behind enforced p16INK4a expression in Wnt4Δ/Δ HSCs remains still unknown. One 

possible mechanism is the increased activation of the stress-associated kinase JNK in Wnt4Δ/Δ 

HSCs. Although JNK activation is one of the hallmarks of Wnt/PCP pathway, and exogenous 

Wnt4 promotes JNK phosphorylation (Heinonen et al., 2011b, Louis et al., 2008), JNK 

phosphorylation is also enhanced at baseline in HSCs lacking the putative Wnt4 receptor Fzd6 

(Abidin et al., 2015). Moreover, JNK activity is also linked to different types of cellular stress, and 

it can promote both survival and death, depending on the strength and duration of the signal, 

making the interpretation of the result less straightforward. 
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3.5 Conclusion  

      These results identify a new, largely autocrine role of Wnt4 in HSC self-renewal and 

hematopoiesis. We report here that hematopoietic Wnt4 favors HSC maintenance, particularly in 

a situation of BM recovery, likely in part by regulating cell cycle. Moreover, hematopoietic Wnt4 

deficiency leads to the development of a pro-inflammatory BM environment, which would 

contribute to decreased lymphopoiesis. Wnt4 expression is reported to be downregulated in 

leukemia (Wang et al., 2016), where the lack of Wnt4 could also contribute to inflammation and 

the loss of HSC function. Based on these data, Wnt4 represents an intriguing candidate to 

promote efficient hematolymphopoiesis and to modulate HSC differentiation and self-renewal. 
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4 DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

4.1 Les systèmes LysM-Cre et Vav-iCre 

      La fonction du ligand non canonique Wnt4 n’est pas encore connue dans les macrophages 

et peu étudiée dans les cellules souches hématopoïétiques. Ces travaux ont permis d’identifier 

un nouveau rôle métabolique et fonctionnel de Wnt4 dans les macrophages et dans les cellules 

souches hématopoïétiques respectivement. L’utilisation du système Cre-loxP est un puissant outil 

pour étudier la fonction de gènes spécifiques aux cellules ou aux tissus chez la souris. Cette 

technique repose sur la reconnaissance de l’enzyme recombinase (Cre) du site LoxP tous deux 

issus des bactériophages P1 (Kwan, 2002). Concrètement, l’obtention de souris déficientes en 

un gène donné nécessite deux lignées de souris transgéniques. La première comprend le gène 

Cre sous le contrôle du promoteur du gène d’intérêt A (LysM). Ensuite, ces souris sont croisées 

avec une autre lignée de souris transgéniques comportant deux copies des gènes des sites LoxP 

qui dans notre modèle sont insérés aux deux extrémités du gène d’intérêt B (Wnt4) pour obtenir 

les souris homozygotes Cre+LoxP+/+ (Kwan, 2002, Shi et al., 2018). 

      En vue d’étudier l’impact de la délétion de Wnt4 sur les macrophages, nous avons utilisé le 

système LysM-Cre. Ce système cible les lysozymes qui sont des enzymes antimicrobiaux 

produits par les cellules de l’immunité innée dans les eucaryotes (Akinbi et al., 2000). Le gène 

Lyz2 code pour le lysozyme M (LysM) qui est exprimé par les monocytes, les macrophages et les 

granulocytes (Cross and Renkawitz, 1990, Shi et al., 2018). Donc, en utilisant le système LysM-

Cre nous avons inactivé l’expression de Wnt4 dans la population myélomonocytique. Par ailleurs, 

pour l’étude du rôle de Wnt4 dans les CSH nous avons utilisé le système Vav1-iCre. iCre est la 

forme améliorée de la Cre recombinase conventionnelle, elle contient moins de sites CpG ce qui 

la rend moins susceptible aux modifications épigénétiques, ce qui augmente sa spécificité et son 

efficacité (Shimshek et al., 2002). La protéine Vav1 fait partie de la famille des GEF qui active les 

RhoGTPases en facilitant l’échange du GDP en GTP (Hornstein et al., 2004). De plus, le gène 

vav1 est exprimé dans toutes les lignées hématopoïétiques qui proviennent des CSH définitives 

dans le foie fœtale (de Boer et al., 2003, Ogilvy et al., 1998, Farago et al., 2020).  

      En somme, les systèmes LysM-Cre et Vav1-iCre ont permis l’étude de l’effet intrinsèque du 

ligand Wnt4 sur les macrophages et les CSH. Néanmoins, nous ne pouvons exclure l’effet des 

autres Wnt de l’environnement qui peuvent prendre le relais et compenser. En effet, les 

macrophages sont une source et des récipients pour les protéines Wnt (Malsin et al., 2019). 

Quant aux CSH, elles sont maintenues dans un environnement où les ligands Wnt sont en 
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abondance (Fleming et al., 2008, Ichii et al., 2012). Considérant que Wnt4 est présent dans la 

niche hématopoïétique et qu’il est exprimé par les précurseurs endothéliaux, les cellules 

mésenchymateuses (Nestin+), les ostéoblastes et les fibroblastes (Sugimura et al., 2012, 

Heinonen et al., 2011b), alors les CSH sont sujettes à une influence paracrine par Wnt4. Par 

conséquent, les CSH ne sont pas totalement privées de l’impact de Wnt4. 

      En résumé, il est difficile de déceler ou d’affirmer de façon catégorique que les phénotypes 

engendrés dans les deux systèmes utilisés sont propres et exclusifs à la délétion de Wnt4 et faire 

abstraction de l’éventuelle implication des autres ligands Wnt de l’environnement qui d’ailleurs 

activent dans certains cas la même voie de signalisation. Il serait intéressant d’approfondir ces 

recherches en bloquant les autres Wnt ou les voies de signalisations Wnt qui pourraient interférer 

et avoir un rôle de compensation. Par exemple, bloquer la voie de Wnt/β-caténine dans les 

CSH Vav1-iCre Wnt4Δ/Δ et refaire l’évaluation fonctionnelle de ces cellules en procédant à une 

greffe compétitive et en série dans des souris receveuses irradiées tel que réalisé avec les 

CSH Vav1-iCre Wnt4Δ/Δ. Cette expérience peut être effectuée en ajoutant un inhibiteur de la voie 

canonique, plus précisément un inhibiteur de la tankyrase, une enzyme qui bloque la 

phosphorylation de l’Axine, ce qui aboutit à la destruction de la β-caténine par le complexe GSK3-

β. Cet inhibiteur est nommé G007-LK et se démarque par sa stabilité et sa biodisponibilité ainsi 

qu’une efficacité prouvée in vivo (Lau et al., 2013). Expérimentalement, le G007-LK peut être 

administré aux souris Vav1-iCre Wnt4Δ/Δ par la nourriture (400µg d’inhibiteur par jour pendant 

quatre semaines), ce protocole a été utilisé auparavant pour étudier l’effet de l’inhibition de la voie 

Wnt/β-caténine sur l’ostéogenèse in vivo (Fujita et al., 2018). Par la suite, procéder à une greffe 

compétitive en série des CSH Vav1-iCre Wnt4Δ/Δ provenant des souris traitées au G007-LK et 

analyser leur capacité de reconstitution de souris receveuses irradiées. Enfin, comparer les 

résultats obtenus avec G007-LK aux ceux obtenus sans traitement. Bien qu’une surexpression 

de Wnt4 dans les cellules du foie fœtal a montré une augmentation des progéniteurs 

hématopoïétiques dans des souris irradiées (Louis et al., 2008), il n’y a cependant pas encore 

d’études qui montrent un lien direct entre la surexpression de Wnt4 dans les CSH et 

l’augmentation de la capacité de reconstitution. Dans l’optique de démontrer l’effet propre de 

Wnt4 sur la fonction des CSH, il serait intéressant de surexprimer Wnt4 spécifiquement dans les 

CSH et de procéder à des greffes compétitives. La surexpression de Wnt4 dans les cellules de 

la moelle osseuse permettrait d’étudier la fonction de Wnt4 dans un système adulte 

comparativement à la surexpression dans le foie fœtal et de maintenir ainsi le même paramètre 

de l’âge étudié dans les souris Vav1-iCre Wnt4Δ/Δ. Cette expérience pourrait être réalisée selon 

les étapes décrites ci-dessous. Tout d’abord, isoler les cellules de la moelle osseuse des souris 
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préalablement traités par le 5-fluorouracile (5-FU). Ensuite, cultiver la suspension cellulaire dans 

un milieu qui les stimule (DMEM, 15% FBS, 10 ng/ml IL-6, 6 ng/ml IL-3 et 100 ng/ml le ligand c-

Kit) pendant 48h. Puis, les cellules sont resuspendues dans le même milieu qui contient du 

polybrène (6µg/ml). L’ajout du polybréne est nécessaire pour assurer l’efficacité de l’infection des 

cellules par le rétrovirus. Finalement, les cellules sont mises en coculture avec des cellules GP+E-

86 (fibroblastes) irradiées et transfectées avec un vecteur viral contenant le gène Wnt4-GFP 

(Kroon et al., 1998, Thorsteinsdottir et al., 2002, Louis et al., 2008). 48h après la coculture, les 

cellules de la moelle osseuse peuvent être collectées et injectées en intraveineuse à des souris 

irradiées suivant le protocole des greffes compétitives (Hetu-Arbour et al., 2021b). Concernant 

les macrophages, un séquençage ARN serait adéquat afin d’identifier les autres ligands Wnt 

exprimés dans les macrophages LysM-Cre Wnt4Δ/Δ. Ensuite, nous pourrons cibler ceux qui sont 

les plus fortement exprimés et les bloquer dans les macrophages LysM Wnt4 Δ/Δ in vitro, ou 

encore surexprimer Wnt4 dans les macrophages. Puis, analyser les paramètres métaboliques 

étudiés dans les macrophages LysM-Cre Wnt4Δ/Δ pour pouvoir les comparer aux macrophages 

LysM-Cre Wnt4Δ/Δ en présence des inhibiteurs Wnt ou à ceux qui surexpriment Wnt4.  

      En conclusion, ces différentes expériences pourront démontrer avec certitude la contribution 

éventuelle des autres ligands Wnt ainsi que le rôle spécifique de Wnt4 dans les macrophages et 

CSH. 

4.2 Le rôle de Wnt4 dans les macrophages  

      La délétion de Wnt4 dans les macrophages stimule leur métabolisme énergétique. En effet, 

nous avons démontré que l’absence de Wnt4 dans les macrophages leur confère un métabolisme 

mitochondrial prononcé. De plus, nous avons mis en évidence l’implication des lipides comme 

substrat dans l’augmentation de l’activité de l’OXPHOS. Tout bien considéré, les macrophages 

déficients en Wnt4 (LysM Wnt4 Δ/Δ) sont métaboliquement plus actifs, mais n’adoptent pourtant 

pas de biais M1 ou M2 en particulier. Par conséquent, l’impact biologique de ces observations 

n’est pas encore totalement élucidé. En revanche, la mise des macrophages dans un contexte 

infectieux nous a permis d’identifier que l’absence de Wnt4 est bénéfique pour la survie et/ou la 

réplication du parasite Leishmania donovani ce qui est par conséquent nocif pour l’hôte. 

      D’ailleurs, l’étude des ligands Wnt dans les infections parasitaires de type Leishmania n’est 

pas encore bien explorée à l’exception du ligand non canonique Wnt5a. Effectivement, Wnt5a a 

été récemment identifié comme étant impliqué dans l’infection par L. donovani. En effet, l’infection 

de macrophages par L. donovani diminue considérablement l’expression de Wnt5a. Toutefois, 
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l’ajout exogène de Wnt5a diminue la charge parasitaire mais n’affecte pas la phagocytose du 

parasite (Chakraborty et al., 2017). Ces données suggèrent que les modifications apportées par 

Wnt5a sont au niveau du maintien intracellulaire du parasite. En effet, Wnt5a modifie le 

cytosquelette d’actine via la voie RhoGTPase qui favorise la fusion des endosomes/lysosomes 

pour la dégradation du parasite et augmente l’activité de NOX. La délétion de Wnt5a dans les 

macrophages infectés in vitro augmente la survie parasitaire (Chakraborty et al., 2017) ce qui est 

similaire aux données obtenues avec les macrophages LysM Wnt4Δ/Δ infectés par L. donovani. 

Tout compte fait, à la suite de l’infection des macrophages par L. donovani les deux ligands non 

canoniques Wnt5a et Wnt4 ne semblent pas compenser l’un pour l’autre dans ce contexte, étant 

donné que l’absence de l’un ou l’autre engendre le même phénotype. Dans cette optique, il serait 

judicieux d’approfondir les recherches en vue de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques 

qui pourraient contrer le changement de l’environnement provoqué par le parasite. Tout d’abord, 

la confirmation de la diminution de la charge parasitaire à la suite de la délétion de Wnt4 dans les 

macrophages in vivo serait essentielle pour la concrétisation de l’observation. Pour cette 

expérience il serait plus adéquat d’utiliser un modèle de souris Csf1r-Cre Wnt4Δ/Δ pour assurer 

une délétion plus efficace dans les macrophages de la rate comparé au système LysM Wnt4 Δ/Δ 

qui montre une délétion de seulement 40% dans les macrophages de la rate (Shi et al., 2018). 

De plus, le maintien de la survie du parasite suggère que les macrophages LysM Wnt4 Δ/Δ ont 

acquis des fonctions anti-inflammatoires. Pour ce faire, il serait intéressant d’analyser les 

caractéristiques des macrophages M2 telles que l’expression des marqueurs de surface CD206 

et CD301 ainsi que les gènes associés au profil M2 (Ym1, Fizz1) et de mesurer l’activité de 

l’arginase. L’infection par L. donovani induit un biais myéloïde et amorce l’hématopoïèse 

d’urgence (Abidin et al., 2017). Pour cette raison il serait intéressant d’analyser les cytokines 

présentes dans l’environnement de la MO et de la rate grâce à la technique du « Proteome 

profiler ». Ces éléments pourront identifier le profil entrepris par les macrophages déficients en 

Wnt4 lors de l’infection par L. donovani. Ensuite, déterminer si le phénotype M2 induit dans les 

macrophages infectés par L. donovani lors de l’absence de Wnt4 est aussi accompagné de 

modulations métaboliques. Dans ce contexte, l’investigation du métabolisme mitochondriale 

devient importante. Par la technologie « Seahorse », il est possible d’analyser l’activité 

mitochondriale et l’implication de la glycolyse dans les macrophages infectés par L. donovani. De 

surcroît, l’évaluation de l’état oxydatif cellulaire est importante dans les infections aux Leishmania. 

Bien que la génération des ROS soit dans la plupart des cas un indicateur de l’inflammation et de 

la destruction des pathogènes (Hong et al., 2019), cette observation n’est tout de même pas 

appliquée lors des infections par les parasites Leishmania. Il est constaté que pour acquérir la 
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virulence, le parasite se différencie de la forme promastigote à la forme amastigote à l’intérieur 

du macrophage (Killick-Kendrick, 1990). Cette différenciation requiert la présence des ROS (Khan 

et al., 2018, Mittra et al., 2013). En outre, le stress oxydatif enclenche l’autophagie, un mécanisme 

de survie pour contrer l’effet toxique sur la cellule (Li et al., 2015, Filomeni et al., 2015).  

      L’autophagie consiste à la formation d’une double membrane (phagophore) qui sert à 

encapsuler le contenu à dégrader et constituera l’autophagosome plus tard. Ce mécanisme 

implique 16 complexes protéiques identifiés par Atg et des systèmes de conjugaisons « ubiquitine 

like » qui forment des Atg modifiés, l’Atg12-Atg5 et l’Atg8-phosphatidylethanolamine (Atg8-PE) 

ou LC3-PE dans les mammifères (Yorimitsu and Klionsky, 2005). Ces deux complexes sont 

impliqués dans la formation du phagophore et de la formation finale de l’autophagosome 

respectivement (Zachari and Ganley, 2017, Yorimitsu and Klionsky, 2005). Chez les mammifères, 

l’initiation de l’autophagie se déroule par deux complexes ULKI (Atg13, ULK1, Atg101, FIP200) 

et le VPS34 (Pi3K de type III, Vps15, Beclin1, Atg14). ULKI transloque au site d’initiation de 

l’autophagie et recrute le second complexe VPS34. Ce dernier produit le PI3P (phospholipide 

phosphatidylinositol 3-phosphate) au niveau du phagophore qui par conséquent recrute les 

protéines WIPI2B et DFCP1. Ces étapes aboutissent à la formation et l’expansion de 

l’autophagosome et sont donc essentielles à sa biogenèse et à sa fusion subséquente avec les 

lysosomes pour la dégradation de son contenu (Meijer and Codogno, 2004, Zachari and Ganley, 

2017). En effet, l’activité autophagique est vitale pour la survie des parasites Leishmania et à leur 

virulence (Franco et al., 2017). Les parasites de la leishmaniose cutanée (major) et viscérale 

(donovani) expriment le gène Atg8 sur leur chromosome 19 qui s’accumule autour des 

mitochondries ce qui indique que l’infection par leishmania mène à une activité mitochondriale 

anormale incitant son élimination. De plus, la délétion d’Atg8 ou d’Atg5 du parasite augmente la 

vulnérabilité des promastigotes aux ROS et prévient leur différenciation en amastigotes (Giri and 

Shaha, 2019, Besteiro et al., 2006, Williams et al., 2012). Ainsi, l’autophagie est un mécanisme 

important pour le maintien du parasite Leishmania. 

      Bien que nous avons montré que l’autophagie est maintenue dans les macrophages 

LysM Wnt4Δ/Δ non infectés, il est cependant clair que la diminution de LC3-II en absence de Wnt4 

induit une altération dans l’initiation de l’autophagie. Ce résultat peut être expliqué par la 

diminution de l’activité de ERK1/2. En effet, il a été montré que la voie MEK/ERK1/2 induit 

l’autophagie en inhibant mTOR. L’inhibition de mTOR active l’expression de la protéine Beclin-1 

et amorce par conséquent le mécanisme autophagique (Wang et al., 2009). Par contre, 

l’inactivation de ERK1/2 inhibe partiellement la réponse autophagique mais ne la bloque pas. En 
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effet, il a été démontré que l’autophagie peut quand même être activée par l’action de MEK en 

absence de l’activité de ERK1/2 qui dans ce contexte MEK est activée par AMPK (Wang et al., 

2009). Donc, l’action de ERK1/2 sur l’induction de l’autophagie n’est pas essentielle. 

      Nos résultats montrent que l’absence de Wnt4 augmente la survie du parasite L. donovani. 

Ces données suggèrent que l’augmentation de la survie parasitaire implique le mécanisme de 

l’autophagie d’une part et l’effet de la délétion intrinsèque de Wnt4 d’autre part. En perspective il 

serait intéressant d’approfondir cette piste et d’évaluer en premier lieu le mécanisme de 

l’autophagie en réponse à l’infection par L.donovani dans les macrophages LysM Wnt4 Δ/Δ et les 

contrôles. Il est possible de détecter les vacuoles autophagiques par le colorant fluorescent MDC 

(monodansylcadaverine) (Niemann et al., 2000, Niemann et al., 2001) et aussi d’évaluer les 

différentes étapes du processus autophagique : 1) l’initiation, 2) la formation de l’autophagosome 

et 3) la fusion de l’autophagosome avec le lysosome. Ces étapes peuvent être analysées par 

l’évaluation de l’expression de Beclin-1 par Western Blot, de LC3-II par immunofluorescence et 

par la colocalisation de LC3-II avec LAMP-1 respectivement. En deuxième lieu, surexprimer Wnt4 

dans les macrophages et les infectés avec L.donovani afin de déterminer si l’augmentation de la 

survie parasitaire est spécifique au Wnt4 intrinsèque ou à un effet compensatoire des autres Wnt 

exprimés par les macrophages. À cet effet, il faudra comparer la charge parasitaire lors de la 

surexpression de Wnt4 et les contrôles et évaluer l’impact de Wnt4 sur la virulence des parasites 

donc leur différenciation de promastigotes en amastigotes dans les macrophages. Ces 

expériences pourront apporter de nouvelles données quant à l’effet de Wnt4 sur la progression 

de l’infection par L. donovani. 

      Bien que Wnt5a soit connu pour maintenir les fonctions immunitaires inflammatoires des 

macrophages lors d’infections virales ou bactériennes ou par une stimulation par LPS (Naskar et 

al., 2014), Wnt4 semble avoir l’effet opposé. La stimulation par LPS des macrophages 

LysM Wnt4Δ/Δ induit plus de stress oxydatif que celui produit par les contrôles. En outre, ils ont 

une OCR plus faible ce qui dénote d’une activité mitochondriale plus faible, ceci suggère que les 

LysM Wnt4Δ/Δ traités au LPS sont plus glycolytiques. Il est établi que la stimulation du TLR4 par 

LPS induit l’activation de l’autophagie pour permettre l’élimination du pathogène (Xu et al., 2007). 

Cependant, une production excessive de NO inhibe la synthèse de l’autophagosome (Sarkar et 

al., 2011). Par ailleurs, le blocage du flux autophagique dans les macrophages induit une 

inflammation excessive (Agrawal et al., 2015). Ces données suggèrent encore une fois que 

l’autophagie peut être altérée dans les macrophages LysM Wnt4 Δ/Δ traités au LPS et nécessite 
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plus d’investigations. En résumé, dans ce contexte l’absence de Wnt4 promeut la fonction 

inflammatoire des macrophages lors d’une une stimulation par LPS. 

      Finalement, les données actuelles ne permettent pas de déterminer un seul rôle fonctionnel 

clair du ligand Wnt4 dans les macrophages. Tout de même, sa fonction biologique semble être 

façonnée dépendamment du contexte environnemental. De sorte que son absence induit une 

fonction anti-inflammatoire dans les infections intracellulaires, alors qu’elle engendre une fonction 

inflammatoire lors d’une stimulation par LPS. Néanmoins, l’autophagie semble être le mécanisme 

en commun qui pourrait être modulé dans les différentes situations. 

4.3 Le rôle de Wnt4 dans les cellules souches hématopoïétiques  

      L’étude de la délétion de Wnt4 dans les CSH a contribué à élucider un rôle fonctionnel du 

ligand Wnt4 dans les cellules hématopoïétiques. Son absence affecte non seulement la taille 

cellulaire de la MO, de la rate et du thymus en général, mais diminue aussi la différenciation 

lymphoïde. De plus, les CSH déficientes en Wnt4 (Vav-iCre Wnt4Δ/Δ) sont dysfonctionnelles à 

long terme. Elles ont une capacité d’autorenouvellement faible qui les rend incapables de 

reconstituer les lignées hématopoïétiques chez des souris soumises à une irradiation létale. En 

outre, les CSH Vav-iCre Wnt4Δ/Δ répondent inefficacement au stress physiologique induit par 

LPS. Par conséquent, elles ne sont pas aptes à se maintenir au sein de la MO et donc à 

s’autorenouveler. En résumé, ces données décrivent clairement que Wnt4 est essentiel au 

maintien et à l’autorenouvellement des CSH, de sorte qu’il puisse être considéré comme un 

élément indispensable pour le bon fonctionnement des greffes de la MO. Par ailleurs, bien que 

les CSH Vav-iCre Wnt4Δ/Δ montrent des signes d’épuisement, il n’est toujours pas possible 

d’affirmer le mécanisme exact par lequel Wnt4 contrôle la fonction des CSH. Effectivement, 

l’augmentation des ROSmt et de JNK témoigne de l’augmentation du stress oxydatif dans les 

CSH qui pourrait être responsable de la perte de leur fonction observée. Cependant, l’implication 

de l’autophagie demeure le mécanisme métabolique principal impliqué dans le maintien des CSH 

dans la MO. Une inhibition  de l’autophagie dans les CSH adultes interfère grandement avec leur 

activité et les prédispose à un vieillissement prématuré ce qui induit par conséquent une 

diminution de la capacité d’ autorenouvellement des CSH ainsi qu’une augmentation du biais 

myéloïde (Ho et al., 2017, Mortensen et al., 2011a, Revuelta and Matheu, 2017). En effet, une 

greffe compétitive et en série de CSH Vav-iCre Atg7 Δ/Δ où la formation de l’autophagosome est 

inhibée ne parvient pas à reconstituer ni à court et ni à long terme la MO des souris receveuses 

indépendamment du ratio initial (CSH/CSH Vav-iCre Atg7 Δ/Δ) injecté aux souris. De plus, une 
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greffe non compétitive de CSH Vav-iCre Atg7Δ/Δ engendre la mort des souris receveuses dans 

un intervalle de quatre semaines post-greffe (Mortensen et al., 2011b). Ces observations 

confirment la perte de fonction des CSH à la suite à la déficience de l’autophagie. Également, les 

souris Vav-iCre Atg7 Δ/Δ se distinguent par un profil myéloprolifératif avec une infiltration myéloïde 

atypique qui exprime fortement le marqueur CD47. Ce marqueur donne le signal « ne me mange 

pas » ce qui permet aux cellules d’échapper à la phagocytose (Mortensen et al., 2011a, 

Mortensen et al., 2011b). Étant donné que CD47 est aussi surexprimé dans leucémies myéloïdes 

aiguës (Chao et al., 2019), il contribue donc à l’invasion tumorale. Dans ce cas, la perte 

d’autophagie dans les CSH contribuerait possiblement à l’apparition et/ou la progression des 

leucémies myéloïdes. En outre, la perte d’autophagie module le métabolisme des CSH. 

Effectivement, des CSH déficientes en Atg7 ou Atg12 montrent une augmentation des ROSmt et 

une accumulation de mitochondries allongées et fusionnées. Ainsi que des dommages à l’ADN 

et une augmentation de caspace-3 qui sont des signes de l’apoptose (Ho et al., 2017, Mortensen 

et al., 2011a). Ces résultats montrent donc une diminution de la survie des cellules. De plus, les 

CSH Atg12 Δ/Δ sont plus actives, elles ont une taille plus importante, une augmentation de la 

consommation de glucose, d’ATP et d’NADPH ainsi qu’une augmentation de l’OXPHOS (Ho et 

al., 2017). Pour conclure, la perte d’autophagie augmente l’activité métabolique des CSH. 

L’impact de la perte de l’autophagie sur l’activité des CSH se déroule par des modifications 

épigénétiques. En effet, les CSH Atg12Δ/Δ montrent un profil de méthylation de l’ADN altéré se 

traduisant par une augmentation aberrante d’α-KG, un cofacteur essentiel pour les déméthylases 

(Ho et al., 2017, Kohli and Zhang, 2013) et un métabolite du cycle de Krebs. Par conséquent, la 

déméthylation de l’ADN est la conséquence directe de l’augmentation du métabolisme 

mitochondriale qui mène à la perte fonctionnelle des CSH et à la différenciation myéloïde rapide. 

      Les résultats que nous avons obtenus avec la délétion de Wnt4 engendrent de la même 

manière une perte fonctionnelle des CSH. En d’autres termes, l’incapacité à reconstituer des 

souris receveuse irradiées à long terme, une perte rapide de la différenciation lymphoïde et une 

augmentation de la génération de colonies myéloïdes suggérant le maintien du biais myéloïde. 

Ces critères ressemblent à ceux rapportés dans le vieillissement précoce ainsi que dans la perte 

du processus autophagique dans les CSH (Mejia-Ramirez and Florian, 2020). Plus encore, nous 

avons aussi montré une augmentation des ROSmt suggérant une augmentation de l’activité 

mitochondriale telle qu’observée dans les CSH Atg12 Δ/Δ. Cependant, l’analyse de l’OCR montre 

un niveau similaire de l’activité des mitochondries des CSH Vav-iCre Wnt4 Δ/Δ à celle des 

contrôles. Ce résultat peut être expliqué par le nombre très limité des CSH isolées des souris, 

étant donné que c’est une population rare. Effectivement, due à la variation induite par la machine, 
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il est conseillé de faire un minimum de six réplicats de chaque souris. Dans notre cas, nous 

n’avions pas la quantité suffisante de cellules, ce qui nous a limités à 3 réplicats de chaque souris 

pour un total de n=3. Ces données ne peuvent certainement pas confirmer hors de tous doutes 

qu’il n’y a pas d’impact sur l’activité de l’OXPHOS certes, toutefois le maintien du potentiel 

mitochondrial membranaire (Δψm) mesuré par le colorant cationique, le tétraméthylrhodamine 

ester méthylique (TMRM) indique que l’intégrité des mitochondries des CSH Vav-iCre Wnt4Δ/Δ 

n’est pas affectée et donc l’augmentation des ROSmt ne provient pas d’une dégradation 

mitochondriale. Le Δψm est généré par le gradient des protons expulsés de la matrice 

mitochondriale par les complexes I-III et IV vers l’espace intermembranaire. Ce Δψm fournit la 

force nécessaire à l’influx des protons dans la matrice à travers le complexe V pour produire de 

l’ATP. Par conséquent, une perturbation menant à la rupture de l’intégrité des membranes 

mitochondriales inciterait une altération du Δψm. Dans notre modèle l’augmentation des ROSmt 

associée au maintien du niveau des TMRM suggère que l’augmentation des niveaux des ROSmt 

pourrait corréler avec une augmentation de l’activité de l’OXPHOS d’un côté et d’un autre coté 

l’augmentation des ROSmt pourrait être simplement un indicateur de l’accumulation des 

mitochondries qui n’est pas régulée par l’autophagie ce qui corroborait une diminution de 

l’autophagie. Les deux possibilités excluent une altération structurale des mitochondries.  

      En résumé, ces données suggèrent fortement que le stress oxydatif engendré par les 

mitochondries suite à la délétion intrinsèque de Wnt4 n’est ni contré et/ou contrôlé ce qui mène 

à la perte fonctionnelle des CSH. Etant donné qu’une perte de l’autophagie dans les CSH induit 

des répercussions similaires aux résultats obtenus en réponse à la délétion intrinsèque de Wnt4 

telles qu’une accumulation des mitochondries et une augmentation des ROSmt qui affectent le 

maintien des CSH, par conséquent l’impact de l’absence de Wnt4 dans les CSH sur le mécanisme 

de l’autophagie reste une piste privilégiée (Mortensen et al., 2011a). D’ailleurs, l’inhibition de 

mTORC1 induit l’activation de l’autophagie et donc le maintien des CSH (Nguyen-McCarty and 

Klein, 2017). L’analyse des protéines cibles de mTORC1 (p-4E-BP1 et p-S6) dans les CSH Vav-

iCre Wnt4 Δ/Δ montre une augmentation de la phosphorylation de 4EBP-1 et S6 comparée aux 

contrôles (figure 4.1). La phosphorylation de 4E-BP1 mène à sa dissociation d’eIF4E ce qui 

permet la formation du complexe eIF4F. Le complexe eIF4F initie la traduction et la 

phosphorylation de la sous-unité ribosomale S6 contribue  l’augmentation de la synthèse des 

protéines (Gingras et al., 1999, Choo et al., 2008). Bien que ces résultats soient préliminaires, ils 

suggèrent fortement que l’absence de Wnt4 dans les CSH active mTORC1 ce qui inhiberait 

l’autophagie causant par conséquent la perte du maintien et de l’activité des CSH. Par ailleurs, 

une investigation plus approfondie du mécanisme de l’autophagie permettrait de corroborer les 
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données mTORC1 et de démontrer son altération dans les CSH Vav-iCre Wnt4Δ/Δ. En 

perspective, la première étape serait de refaire l’analyse métabolique avec le « Seahorse » avec 

un nombre satisfaisant de cellules et de souris. Ensuite, il serait intéressant d’analyser le nombre 

d’autophagosomes en utilisant le marqueur LC3-II et de le co-localiser avec le marqueur 

lysosomale LAMP-1 par immunofluorescence. Et finalement, d’évaluer la masse mitochondriale 

par le marqueur de biogenèse mitochondriale PGC1α et par la protéine structurale 

mitochondriale Tom20 par cytométrie en flux. 

                   

Figure 4.1 Analyse des protéines cibles de mTORC 

La délétion de Wnt4 induit l’augmentation de la phosphorylation de 4E-BP1et S6 

 

      En définitive, ces travaux démontrent le rôle intrinsèque du ligand Wnt4 dans la fonction des 

cellules souches hématopoïétiques et l’établissent d’une piste solide sur laquelle des études 

futures pourront s’appuyer pour élucider le mécanisme exact emprunté par Wnt4 afin de maintenir 

les lignées hématopoïétiques.  
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4.4 Conclusions générales 

4.4.1 Les souris LysM-Cre 

                     

Figure 4.2 Conclusion générale de la délétion de Wnt4 dans les macrophages 

      En conclusion, la délétion de Wnt4 dans les macrophages induit l’activation du métabolisme 

mitochondrial. Cependant ces modifications métaboliques ne semblent pas être irréversibles. Il 

est clair que ces mêmes macrophages sujets à une stimulation inflammatoire par LPS sont 

capables d’adopter un métabolisme glycolytique et répondent activement et intensément au 

stimulus et ceci par une forte production de NO. Par contre, lors d’une stimulation anti-

inflammatoire par le parasite L. donovani, les macrophages déficients en Wnt4 favorisent la survie 

parasitaire. Ces données nous permettent d’affirmer que la délétion de Wnt4 dans les 

macrophages est un facteur aggravant indépendamment des stimuli (figure 4.2). Éventuellement, 

le ligand Wnt4 atténue les infections parasitaires et contribue potentiellement à la résorption de 

l’inflammation du moins celle générée par les infections bactériennes. 
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4.4.2 Les souris Vav-iCre 

       

Figure 4.3 Conclusion générale de la délétion de Wnt4 dans les CSH 

      En conclusion, la délétion de Wnt4 dans les cellules souches hématopoïétiques induit un état 

oxydatif et incite le ralentissement du cycle cellulaire. Ces changements affectent leurs fonctions 

d’autorenouvellement et de différenciation (figure 4.3). La perte de la fonction adéquate des 

lignées hématopoïétiques mène à des pathologies hématologiques comme les leucémies 

(Juliusson and Hough, 2016). De surcroît, il est précédemment décrit que Wnt4 est sous exprimé 

dans différentes lignées leucémiques humaines (Garcia-Castro et al., 2013). Par conséquent, 

l’étude de Wnt4 dans un modèle leucémique est une piste prometteuse qui contribuerait à la 

compréhension des mécanismes affectés par la déficience en Wnt4 impliquée dans 

l’établissement des leucémies 

4.4.3 Conclusion générale 

      Le rôle des ligands Wnt varie selon le type cellulaire, la stimulation et la disponibilité des 

récepteurs Frizzeled. Ces travaux de recherche menés dans les CSH et les macrophages 

corroborent la difficulté à identifier un rôle unique au ligand Wnt4. Cependant, ils mettent en relief 

l’importance du ligand Wnt4 dans le système hématopoïétique. Une délétion intrinsèque de Wnt4 

engendre la perte de la fonction d’autorenouvellement et de la capacité de reconstitution du 

système hématopoïétique. De plus, ces cellules produisent des macrophages qui répondent plus 

intensément à la stimulation inflammatoire par LPS et maintiennent la survie du parasite 

Leishmania donovani. En conclusion, la présence du ligand Wnt4 intrinsèque aux cellules 

souches hématopoïétiques est requise pour le maintien et le bon fonctionnement du système 

hématopoïétique ainsi que pour le contrôle de la réponse immunitaire. 
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